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ABSTRAKT
Tato bakala´rˇska´ pra´ce se zaby´va´ charakteristikou nejvy´znameˇjˇs´ıch konformac´ı nuk-
leovy´ch kyselin. Kromeˇ klasicke´ B-DNA sˇroubovice popisuje i alternativn´ı konformace
A-DNA, Z-DNA, triplexu, nebo take´ guaninove´ho, cˇi cytozinove´ho kvadruplexu. Da´le je
zde uveden prˇehled nejrozsˇ´ıˇreneˇjˇs´ıch metod pouzˇ´ıvany´ch pro urcˇen´ı konkre´tn´ı konformace.
Mezi metody uvedene´ v pra´ci patrˇ´ı nuklea´rn´ı magneticka´ rezonance (NMR), metoda cir-
kula´rn´ıho dichroismu (CD), rentgenova´ krystalografie, vy´pocˇetn´ı metody, absorpcˇn´ı spek-
trofotometrie a jej´ı vyuzˇit´ı prˇi analy´ze krˇivek ta´n´ı. V prostrˇed´ı MATLAB byl vytvorˇen
algoritmus s graficky´m uzˇivatelsky´m rozhran´ım pro analy´zu krˇivek ta´n´ı, ktery´ uzˇivateli
poskytuje termodynamicke´ parametry, jako je mezn´ı teplota a entalpie, urcˇuj´ıc´ı stabilitu
zkoumane´ho vzorku.
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ABSTRACT
This thesis gives a brief characteristic of the most important conformations of nucleic
acids. It describes alternative conformations that are different from canonical B-DNA
helix, such as A-DNA, Z-DNA, triplex structures, or guanine and cytozin quadruplex
structures. In the next part it presents most common methods used for determing se-
condary structure of nucleic acids, which are nuclear magnetic resonance (NMR), me-
asurement of circular dichroism (CD), X-ray diffraction, computational methods, mea-
surements of ultraviolet absorbance and its utilization for analysis of thermal melting
curves. In MATLAB was created algorithm with graphical user interface, which analyze
melting curves and graphically computes thermodynamic parameters, which are melting
temperature and transition enthalpy, which defines stability of examined sample.
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1 U´VOD
C´ılem te´to pra´ce je popsat konformacˇn´ı vlastnosti nukleovy´ch kyselin, poskytnout
prˇehled nejvy´znameˇjˇs´ıch biofyzika´ln´ıch metod pro jejich strukturn´ı analy´zu a vytvorˇit
softwarovy´ na´stroj, slouzˇ´ıc´ı k efektivn´ı pra´ci se spektrofotometricky´mi daty, za u´cˇelem
urcˇen´ı stability zkoumane´ho vzorku.
Z hlediska konformacˇn´ıch vlastnost´ı je deoxyribonukleova´ kyselina znacˇneˇ poly-
morfn´ı. Kromeˇ klasicke´ dvousˇroubovicove´ konformace tvorˇ´ı i mnoho dalˇs´ıch struktur, jako
jsou guaninove´ a cytozinove´ kvadruplexy, DNA triplexy, vla´senky a Z-DNA. Tyto struk-
tury se samy o sobeˇ vyznacˇuj´ı znacˇny´m konformacˇn´ım polymorfismem, jehozˇ vy´sledkem je
velke´ mnozˇstv´ı r˚uzny´ch konformac´ı. Noveˇ se objevuje na´zor, zˇe neko´duj´ıc´ı DNA, ktere´ je
90% z celkove´ho mnozˇstv´ı, je nositelkou informace o konkre´tn´ı strukturˇe molekuly, ktera´
za´rovenˇ urcˇuje jej´ı specifickou funkci.
Jako prˇ´ıklad konformace, ktera´ disponuje funkcˇn´ımi vlastnostmi je struktura G-
kvadruplexu, ktera´ se v genomu vyskytuje na biologicky vy´znamny´ch mı´stech, jako jsou
telomern´ı sekvence, promotory neˇktery´ch gen˚u a nebo mohou by´t i soucˇa´st´ı tzv. aptamer,
nebo-li mı´st s vazebny´m potencia´lem pro specificke´ proteiny, kdy nava´za´n´ım specificke´ho
ligandu, dojde ke zmeˇneˇ struktury a funkce DNA. Na lidsky´ch telomern´ıch sekven´ıch
se kvadruplexy tvorˇ´ı v mı´stech, ktere´ obsahuj´ı prˇesah 100-200 nukleotid˚u guaninove´ho
rˇeteˇzce. Zkracova´n´ım de´lek telomer docha´z´ı k prˇirozene´mu sta´rnut´ı somaticky´ch buneˇk,
ktere´ jsou omezeny pocˇtem deˇlen´ı, tzv. Hayflickovy´m limitem. Avsˇak u na´dorovy´ch buneˇk
enzym telomera´za tyto sekvence prodluzˇuje a t´ım jim umozˇnˇuje se neomezeneˇ mnozˇit. A
pra´veˇ guaninove´ kvadruplexy doka´zˇ´ı blokovat funkci telomera´zy, cˇ´ımzˇ v d˚usledku za-
branˇuj´ı proliferaci na´dorovy´ch bunˇek, [12].
Urcˇen´ı struktury nukleovy´ch kyselin, poprˇ´ıpadeˇ jaky´chkoli jiny´ch molekul, je tedy
za´kladn´ı krok, nezbytny´ k dalˇs´ımu porozumeˇn´ı jejich funkci.
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2 PROBLEMATIKA KONFORMACˇNI´CH
VLASTNOSTI´ NUKLEOVY´CH KYSELIN
2.1 Prima´rn´ı struktura nukleovy´ch kyselin
Nukleove´ kyseliny jsou polymern´ı struktury slozˇene´ z mononukleozid˚u spojeny´ch
fosfodiesterovy´mi vazbami. Hlavn´ımi stavebn´ımi jednotkami nukleovy´ch kyselin je
peˇtiuhl´ıkaty´ monosacharid (pento´za), ktery´ je bud’ v podobeˇ 2-deoxy-D-ribo´zy (v DNA)
nebo D-ribo´zy (v RNA), ze zbytku kyseliny trihydrogenfosforecˇne´ H3PO4 a z organicke´
ba´ze, ktera´ mu˚zˇe by´t v podobeˇ purinu (adenin, guanin), nebo pyrimidinu (cytozin, thy-
min, uracil), jak je videˇt na Obr. 2.1.
Obra´zek 2.1: Typy baz´ı. Upraveno podle [2].
Spojen´ım ba´ze a monosacharidu N-glykosidovou vazbou vznika´ tzv. nukleozid. Nuk-
leotid je oproti tomu sloucˇenina nukleozidu s kyselinou fosforecˇnou.
Molekula monosacharidu se v DNA nevyskytuje v jedne´ rovineˇ, ale mu˚zˇe plynule
prˇecha´zet v rˇadu konformac´ı. Tato schopnost se nazy´va´ pseudorotace. Prˇi n´ı jeden z uhl´ık˚u
C2’ nebo C3’ vycˇn´ıva´ nahoru (endo) nebo dol˚u (exo) z roviny tvorˇene´ atomy C1’ a C4’,
tak jak je naznacˇeno na Obr. 2.2.
Rotace ba´ze kolem glykozidove´ vazby je omezena vod´ıkovy´m atomem nava´zany´m na
uhl´ıku C1’. Proto se nukleozidy vyskytuj´ı v konformaci antiklina´ln´ı (anti) nebo synklina´ln´ı
(syn). Obeˇ konformace jsou zna´zorneˇny na Obr. 2.3. U typu konformace antiklina´ln´ı lezˇ´ı
atomove´ slozˇky na pozic´ıch 2 a 3 u pyrimidinu, nebo 1, 2 a 6 purinu mimo ribofurano´zovy´
kruh. U konformace synklina´ln´ı (syn) lezˇ´ı tyto atomove´ skupiny nad ribofurano´zovy´m
kruhem, [2].
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Obra´zek 2.2: Konformace typu endo. Prˇevzato z [2].
Obra´zek 2.3: Konformace glykozidove´ vazby. Upraveno podle [2].
2.1.1 Polynukleotidovy´ rˇeteˇzec
Vznika´ spojen´ım mnoha nukleotid˚u, navza´jem propojeny´ch fosfodiesterovou vazbou,
ktera´ se tvorˇ´ı mezi monosacharidem a zbytkem kyseliny fosforecˇne´ (Obr. 2.4). Ta pln´ı
u´lohu spoje mezi dveˇma nukleozidy. U polynukleotidove´ho rˇeteˇzce rozliˇsujeme dva konce.
5’-konec je tvorˇen fosfa´tovou skupinou a 3’-konec je tvorˇen OH skupinou. Prodluzˇova´n´ı
vla´kna se deˇje kondenzacˇn´ı reakc´ı mezi nukleozidtrifosfa´tem a 3’-koncem rˇeteˇzce. Vznika´
tak o jeden nukleotid prodlouzˇeny´ polynukleotidovy´ rˇeteˇzec. Prima´rn´ı strukturu pote´
urcˇuje specificka´ posloupnost baz´ı, jej´ızˇ trojce jsou take´ prˇedpisem pro na´slednou translaci
do protein˚u, [2].
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Obra´zek 2.4: Polynukleotidovy´ rˇeteˇzec. Upraveno podle [2].
2.1.2 Pa´rova´n´ı baz´ı
- Watson-Crickovo pa´rova´n´ı baz´ı
Podle Watsona a Cricka, nositel˚u Nobelovy ceny za fyziologii a le´karˇstv´ı, bylo po-
jmenova´no pravidlo pro pa´rova´n´ı baz´ı. Jejich model popisoval pa´rova´n´ı baz´ı tak, zˇe adenin
se prostrˇednictv´ım dvou vod´ıkovych vazeb pa´ruje s thyminem a cytozin pomoc´ı trˇ´ı s gu-
aninem. Zmeˇna nasta´va´ u RNA, kde na mı´steˇ thyminu vystupuje uracil. Rˇeteˇzce takto
vytvorˇene´ se nazy´vaj´ı komplementa´rn´ı a postaven´ı baz´ı takovy´chto rˇeteˇzc˚u se oznacˇuje
jako cis-konfigurace pa´ru baz´ı, viz. Obr. 2.5.
- Obra´cene´ Watson-Crickovo pa´rova´n´ı baz´ı
Uvazˇujeme-li dvourˇeteˇzcovou DNA skla´daj´ıc´ı se z paraleln´ıch rˇeteˇzc˚u se stejnou
orientac´ı fosfodiesterove´ vazby, docha´z´ı k pa´rova´n´ı baz´ı podle tzv. Obra´cene´ho Watson-
Crickova modelu. Paraleln´ı orientace baz´ı se oznacˇuje jako trans-konfigurace. Vy´sledkem
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Obra´zek 2.5: Watson-Crickovo pa´rova´n´ı baz´ı. Upraveno podle [2].
jsou pa´ry C-G, A-T, ale vznikaj´ı i pa´ry C-C, A-A, T-T, G-G, viz. Obr. 2.6.
Obra´zek 2.6: Prˇ´ıklady obra´cene´ho Watson-Crickova pa´rova´n´ı baz´ı. Upraveno podle [2].
- Hoogsteenovo pa´rova´n´ı baz´ı
Tento typ pa´rova´n´ı baz´ı vznika´ jen za urcˇity´ch fyzika´lneˇ chemicky´ch podmı´nek. Je
pro neˇj specificke´, zˇe pa´r adeninu s thyminem je tvorˇen prostrˇednictv´ım N7 a N6 a pa´r
guanin s cytozinem prostrˇednicv´ım N7 a OC6, viz. Obr. 2.7.
Hoogsteenovo pa´rova´n´ı je typicke´ pro tzv. triplexy a kvadruplexy. Triplexy vznikaj´ı
spojen´ım trˇ´ı polydeoxyribonukleotidovy´ch rˇeteˇzc˚u, kdy se purinova´ ba´ze pa´ruje na jedne´
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Obra´zek 2.7: Uka´zka Hoogsteenova pa´rova´n´ı na triplexech. Upraveno podle [2].
straneˇ s pyrimidinovou baz´ı Watson-Crickovsky a na straneˇ druhe´ s dalˇs´ı pyrimidino-
vou baz´ı Hoogsteenovy´m pa´rova´n´ım. Kvadruplexy vznikaj´ı Hoogsteenovsky´m spojen´ım
cˇtyrˇ baz´ı.
- Obra´cene´ Hoogsteenovo pa´rova´n´ı baz´ı
Tento typ pa´rova´n´ı pozorujeme triplex˚u urcˇite´ho typu, jeho vy´skyt vsˇak nen´ı cˇasty´.
Pokud se v dvouvla´knove´ DNA pa´ruje pyrimidin s purinem Watson-Crickovsky, mu˚zˇe se
pak stejny´ purin na druhe´ straneˇ pa´rovat obra´ceny´m Hoogsteenovy´m zp˚usobem s dalˇs´ım
purinem, [2]. Uka´zka takove´ho pa´rova´n´ı je zna´zorneˇna na Obr. 2.8.
Obra´zek 2.8: Uka´zka obra´cene´ho Hoogsteenova pa´rova´n´ı baz´ı TA*A. Upraveno podle [2].
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2.2 Sekunda´rn´ı struktura nukleovy´ch kyselin
Pojmem sekunda´rn´ı struktura se oznacˇuje urcˇita´ forma konformace polynukleoti-
dove´ho rˇeteˇzce. Prvn´ı popsanou sekunda´rn´ı strukturou, a za´rovenˇ nejcˇasteˇji se vyskytuj´ıc´ı,
je tzv. B-DNA. Ostatn´ı formy jsou oznacˇova´ny za alternativn´ı. Alternativn´ı konformace
mohou by´t funkcˇneˇ vy´znamne´, protozˇe se cˇasto uplatnˇuj´ı prˇi interakc´ıch s proteiny zapo-
jeny´mi do replikace, prˇi genove´ expresi a rekombinacˇn´ıch deˇj´ıch. Take´ mohou hra´t roli prˇi
formaci nukleosomu a dalˇs´ıch nadmolekula´rn´ıch struktur DNA. Tyto alternativn´ı konfor-
mace, jako naprˇ´ıklad levotocˇiva´ Z-DNA, intramolekula´rn´ı triplexy, kvadruplexy, paraleln´ı
a antiparaleln´ı rˇeteˇzce DNA spolu s nadsˇroubovicovy´m vinut´ım, nab´ız´ı velky´ potencia´l
pro autoregulaci funkce DNA, [3].
2.2.1 Dvousˇroubovice
Dvousˇroubovicova´ DNA je tvorˇena dveˇma polydeoxyribonukleotidovy´mi rˇeteˇzci.
Jej´ım strˇedem prob´ıha´ tzv. spolecˇna´ osa dvousˇroubovice. Pa´ry baz´ı jsou orientova´ny do
strˇedu sˇroubovice, zat´ımco pento´za s fosfa´tovou skupinou tvorˇ´ı vneˇjˇs´ı oporu, tzv. pa´terˇ
DNA. Vza´jemna´ poloha obou rˇeteˇzc˚u je tzv. antiparaleln´ı, to znamena´ zˇe fosfodiesterova´
vazby je na jednom rˇeteˇzci orientovana´ od 3’ konce k 5’ konci a na druhe´m naopak od 5’
konce ke 3’. Ve dvousˇroubovicove´ DNA je stechiometricke´ mnozˇstv´ı adeninu rovno stechi-
ometricke´mu mnozˇstv´ı tyminu. Stejneˇ je to s mnozˇstv´ım guaninu v˚ucˇi cytozinu. Tato
platna´ za´konitost se nazy´va´ Chargaffovo pravidlo.
Protozˇe spojnice komplementa´rn´ıch nukleotid˚u je od osy sˇroubovice posunuta o
urcˇitou vzda´lenost a neprocha´z´ı osou dvousˇroubovice, tvorˇ´ı se na povrchu dvousˇroubovice
dva typy zˇla´bk˚u. Mensˇ´ı zˇla´bek je sˇiroky´ 0,6 nm tvorˇeny´ N9 purinovou a OC2 pyrimidi-
novou stranou baz´ı. Veˇtsˇ´ı zˇla´bek je sˇiroky´ 1,2 nm a tvorˇ´ı ho opacˇna´ strana pa´ru, OC4
pyrymidinu a OC6 purinu. Na obou zˇla´bc´ıch jsou specificka´ vazebna´ mı´sta pro proteiny.
Podle pravidla prave´ ruky urcˇujeme pravotocˇivou a levotocˇivou dvousˇroubovici.
Umı´st´ıme-li palec prave´ ruky ve smeˇru osy dvousˇroubovice, ukazuj´ı ostatn´ı prsty smeˇr
jej´ıho stoupa´n´ı, [2].
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2.2.2 DNA konformace B a A
Oznacˇen´ı B-DNA se pouzˇ´ıva´ pro pravotocˇivou dvousˇroubovici s antiparalelneˇ ori-
entovany´mi rˇeteˇzci nukleovy´ch kyselin, navza´jem spojeny´mi vod´ıkovy´mi vazbami A-T a
G-C pa´r˚u baz´ı. Jednen za´vit B-DNA obsahuje okolo 10,5 pa´r˚u baz´ı, ktere´ jsou ukryte´
uvnitrˇ dvousˇroubovice, v mı´stech kde procha´z´ı jej´ı osa, [3].
Konformace B-DNA je vy´hodna´ prˇi vysoke´ relativn´ı vlkosti (95%), kdy prˇevla´da´
hydrofobn´ı u´cˇinek vody a ba´ze maj´ı tendenci vrstvit se teˇsneˇ jedna na druhou. B-DNA
ma´ velky´ zˇla´bek hluboky´ a sˇiroky´, kdezˇto mensˇ´ı zˇla´bek hluboky´ a u´zky´. Je pro ni typicka´
konformace ribofurano´zove´ho kruhu C2’-endo a vyskytuje se v anti usporˇa´da´n´ı nukleotid˚u,
[2].
A-DNA obsahuje v jednom za´vitu 11 pa´r˚u baz´ı, ktere´ jsou odtlacˇeny od osy
dvousˇroubovice. A-DNA je stabiln´ı prˇi nizˇsˇ´ı relativn´ı vlhkosti (75%) a proto jsou hyd-
rofobn´ı s´ıly slabsˇ´ı nezˇ u B-DNA. A-DNA ma´ veˇtsˇ´ı zˇla´bek u´zky´ a velmi hluboky´ a mensˇ´ı
je sˇiroky´ a meˇlky´. Je pro ni typicka´ konformace C3’-endo a anti usporˇa´da´n´ı purinovy´ch i
pyrimidinovy´ch nukleotid˚u, [2].
Zat´ımco B-DNA je stabiln´ı prˇi r˚uzny´ch vneˇjˇs´ıch podmı´nka´ch, A-DNA potrˇebuje pro
sv˚uj vznik specificke´ podmı´nky. Pro vznik A-DNA je vhodne´ prostrˇed´ı se sn´ızˇeny´m obsa-
hem vody, nebo se mus´ı nacha´zet v roztoku obsahuj´ıc´ım organicka´ rozpousˇteˇdla, poprˇ´ıpadeˇ
prostrˇed´ı o vysoke´ koncentraci soli. A-DNA hraje roli v biologicky´ch procesech. Vznika´
naprˇ´ıklad prˇi nava´za´n´ı specificke´ho proteinu na DNA, [3]. Ve vsˇech prokaryoticky´ch, eu-
karyoticky´ch bunˇka´ch a DNA-virech se vyskytuje pouze za´kladn´ı B-forma. A-forma se
vyskytuje ve spora´ch bacil˚u, [2].
B-DNA tvorˇ´ıc´ı se prˇi vysoke´ relativn´ı vlhkosti je obklopena vodn´ım stabilizacˇn´ım
obalem, ktery´ vznika´ asociac´ı molekul vody na atomy schopne´ s nimi vytva´rˇet vod´ıkove´
vazby. Dehydratac´ı docha´z´ı k porusˇen´ı tohoto obalu a B-DNA prˇejde do A-DNA.
2.2.3 DNA konformace Z
Z-DNA je levotocˇiva´ dvousˇroubovice, kterou najdeme v mı´stech se strˇ´ıdavy´mi pu-
rinovy´mi a pyrimidinovy´mi sekvencemi, viz. Obr. 2.7. (CG)n a (TG)n. Oproti B-DNA je
uzˇsˇ´ı, s velmi kra´tky´m a hluboky´m mensˇ´ım zˇla´bkem a plochy´m veˇtsˇ´ım zˇla´bkem. Vy´slednou
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A-DNA B-DNA Z-DNA
Vinut´ı pravotocˇive´ pravotocˇive´ levotocˇive´
Veˇtsˇ´ı zˇla´bek u´zky´ a hluboky´ sˇiroky´ a hluboky´ zplosˇteˇly´ na povrchu
-ˇs´ıˇrka 0,27 nm 1,17 nm 0,88 nm
-hloubka 1,35 nm 0,88 nm 0,37 nm
Mensˇ´ı zˇla´bek sˇiroky´ a meˇlky´ sˇiroky´ a hluboky´ zplosˇteˇly´ na povrchu
-ˇs´ıˇrka 1,1 nm 0,57 nm 0,2 nm
-hloubka 0,28 0,75 1,38
Zvy´sˇen´ı na pa´r baz´ı ∼0.23 nm ∼0.34 nm ∼0.38 nm
Zvy´sˇen´ı na jednu
ota´cˇku
2.5 nm 3.4 nm 4.6 nm
Pocˇet pa´r˚u baz´ı na
jednu ota´cˇku
11 10.5 12
Konformace
glykozidove´ vazby
anti anti anti u C, syn u G
Konformace
deoxyribo´zy
C3’-endo C2’-endo C2’-endo u dC
C3’-endo u dG
Tabulka 2.1: Pr˚umeˇrne´ parametry A-DNA, B-DNA a Z-DNA konformac´ı. Upraveno podle
[2].
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podobu Z-DNA ovlivnˇuje strˇ´ıda´n´ı konformac´ı glykozidove´ vazby. A sice cytozin a thymin
se nacha´z´ı v konformaci anti a guanin a adenin v konformaci syn. Strˇ´ıda´n´ı baz´ı zp˚usobuje
klikatost a levotocˇivost pa´terˇe DNA. Odtud plyne na´zev Z, [3].
Prˇehled nejd˚ulezˇiteˇjˇs´ıch parametr˚u konformac´ı A-DNA, B-DNA a Z-DNA je
zna´zorneˇn v Tab. 2.1.
B-DNA obsahuj´ıc´ı u´seky se strˇ´ıdaj´ımi purinovy´mi a pyrimidinovy´mi bazemi, mu˚zˇe
prˇi vysoke´m obsahu soli prˇej´ıt do Z-DNA, kterou obsah soli v okoln´ım prostrˇed´ı stabili-
zuje. Experimenta´lneˇ byla in vivo a in vitro proka´za´na existence levotocˇive´ Z-DNA vedle
segment˚u pravotocˇive´ B-DNA, viz. 2.9. Orientace antiparaleln´ıch rˇeteˇzc˚u v B-DNA je pak
opacˇna´ nezˇ u antiparaleln´ıch rˇeteˇzc˚u Z-DNA. Z-DNA se pravdeˇpodobneˇ uplatnˇuje prˇi
rekombinacˇn´ıch deˇj´ıch, v regulaci genove´ exprese a v interakc´ıch DNA-DNA, DNA-RNA
a DNA-protein, [2].
Obra´zek 2.9: Prˇechod B-DNA do Z-DNA a naopak. Prˇevzato z [3].
2.2.4 Trojvla´knova´ DNA (Triplex)
Kdyzˇ se v B-DNA vytvorˇ´ı vod´ıkove´ vazby mezi A-T a G-C pa´ry, neˇktere´ z po-
tencia´ln´ıch donor˚u a akceptor˚u v baz´ıch z˚usta´vaj´ı nevyuzˇity. Ty se mohou uplatnit prˇi
vzniku tria´d, ktere´ jsou za´kladn´ımi jednotkami trojvla´knove´ DNA, tzv. triplexu. Takto
vznikly´ triplex se pak skla´da´ z dvouvla´knove´ B-DNA, stabilizovane´ Watson-Crickoovsky´m
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pa´rova´n´ım, a z nava´zane´ho polynukleotidove´ho vla´kna, jehozˇ ba´ze jsou s B-DNA spojeny
Hoogsteenovsky´m pa´rova´n´ım, [3].
Podle obecne´ho vzorce Py Pu ∗ Py, kde Py znacˇ´ı pyrimidinovou ba´zi, Pu purinovou
ba´zi a hveˇzdicˇka zna´zornˇuje Hoogsteenovo pa´rova´n´ı, mohou by´t tyto tria´dy mohou typu
T A*T, nebo C G ∗ C+. Cytozin na C G ∗ C+ je protonova´n, proto se mu˚zˇe tvorˇit jen v
kysele´m prostrˇed´ı s pr˚umeˇrny´m pH 5. Je to z toho d˚uvodu, zˇe na cytozinovy´ dus´ık N3
mus´ı by´t nava´za´n vod´ık, aby dosˇlo ke vzniku vazby, a k tomu mu˚zˇe doj´ıt pouze jsou-li v
okoln´ım prostrˇed´ı v nadbytku oxoniove´ kationty H3O
+.
Tria´dy typu Py Pu ∗ Pu jsou obvykle tvorˇeny pa´ry T A*A a C G*G, kde se pa´ruje
pyrimidin s purinem podle klasicke´ho Watson-Crickova pa´rova´n´ı a stejny´ purin se pak na
druhe´ straneˇ pa´ruje s dalˇs´ım purinem obra´ceny´m Hoogsteenovsky´m zp˚usobem, [2].
Zna´me neˇkolik mozˇnost´ı jak se mohou triplexy vytrvorˇit. Mohou by´t tzv. intramole-
kula´rn´ı, kdy je cely´ triplex tvorˇen z jednoho polynukleotidove´ho rˇeteˇzce. Tento typ triplexu
se vytvorˇ´ı, kdyzˇ se urcˇity´ u´sek na dvolouvla´knove´ DNA rozplete a jedno z nespa´rovany´ch
vla´ken se otocˇ´ı zpa´tky a nava´zˇe se jako trˇet´ı rˇeteˇzec na spletenou dvousˇroubovici. Druhe´ z
nespa´rovany´ch vla´ken se pak mu˚zˇe pouzˇ´ıt pro detekci triplexu. Takto vznika´ i tzv. H-DNA
(na Obr. 2.10), ktera´ byla zat´ım jedina´ z triplex˚u nalezena in vivo. Zat´ımco v lidske´m
genomu se vyskytuje pomeˇrneˇ cˇasto, kdy pomeˇr jej´ıho vy´skytu je 1:50 000 pb, v genomu
E.Coli tak cˇaste´ nejsou. Ostatn´ı triplexy byly syntetizova´ny in vitro. H-DNA je tvorˇena
jedn´ım polynuklotidovy´m vla´knem. Na´zev H-DNA odra´zˇ´ı nutnost protonace cytozinu v
C G ∗ C+, [3].
Intermolekula´rn´ı triplexy jsou tvorˇeny spojen´ım dvouvla´knove´ DNA s komple-
menta´rn´ım oligonukleotidovy´m rˇeteˇzcem. Zda´ se, zˇe jsou nejlepsˇ´ımi kandida´ty prˇi pod´ılen´ı
se na genove´ expresi. Nemaj´ı moc specificke´ na´roky na podmı´nky vhodne´ k jejich tvorbeˇ,
a proto je mu˚zˇeme cˇasteˇji pozorovat in vivo, [14].
2.2.5 Cˇtyrˇvla´knova´ DNA (Kvadruplex)
Spojen´ım cˇtyrˇ guaninovy´ch zbytk˚u, vznikne plana´rn´ı cˇtvercovy´ u´tvar, tzv. tetra´da,
ve ktere´ je kazˇdy´ guanin soucˇasneˇ donorem a akceptorem dvou Hoogsteenovy´ch
vod´ıkovy´ch vazeb. Takove´to tetra´dy se vrstv´ı nad sebe za vzniku tzv. G-Kvadruplexu.
Elektronegativn´ı karboxylove´ skupiny dvou sousedn´ıch tetra´d, jsou koordinova´ny vhodneˇ
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Obra´zek 2.10: Prˇ´ıklad intramolekula´rn´ıho triplexu typu Py Pu*Py. Prˇevzato z [3].
umı´steˇny´m monovalentn´ım iontem, veˇtsˇinou K+, nebo Na+. Stabilizuj´ıc´ımi prvky
kvadruplexove´ konformace jsou vod´ıkove´ vazby a hydrofobn´ı interakce. Guaninove´
kvadruplexy se vyskytuj´ı nejcˇasteˇji a za´rovenˇ jsou i nejzaj´ımaveˇjˇs´ı, protozˇe se obvykle tvorˇ´ı
v mı´stech velke´ho biologicke´ho vy´znamu. Existence teˇchto kvadruplex˚u byla naprˇ´ıklad
proka´za´na na lidsky´ch telomera´ch a promotorech neˇktery´ch gen˚u. Kvadruplexy vyka-
zuj´ı znacˇny´ konformacˇn´ı polymorfizmus, dany´ pocˇtem molekul zapojeny´ch do vzniku
kvadruplexu, vza´jemnou orientac´ı rˇeteˇzc˚u a spojen´ım postrann´ıch rˇeteˇzc˚u pomoc´ı smycˇek,
[3].
Vy´slednou konformaci kvadruplexu ovlivnˇuje neˇkolik vneˇjˇs´ıch faktor˚u. Koncentrace
a typ kationt˚u prˇ´ıtomny´ch v okoln´ım prostrˇed´ı ovlivnˇuje kinetickou a termodynamidkou
stabilitu a vysoka´ koncentrace polynukleotidovy´ch rˇeteˇzc˚u v okoln´ım prostrˇed´ı usnadnˇuje
vznik intermolekula´rn´ıch kvadruplex˚u. Vliv na stabilitu struktury ma´ take´ teplota.
- Hlediska deˇlen´ı kvadruplex˚u
Kvadruplexy mu˚zˇeme deˇlit podle pocˇtu molekul ze ktery´ch vznikaj´ı na tetramole-
kula´rn´ı, tvorˇene´ cˇtyrˇmi molekulami, bimolekula´rn´ı, tvorˇene´ dveˇma molekulami, a intramo-
lekula´rn´ı, tvorˇene´ jednou molekulou, [4]. Takove´to rozdeˇlen´ı podle molekularity zna´zornˇuje
Obr. 2.13.
Dalˇs´ım ze zdroj˚u strukturn´ı variability kvadruplex˚u je vza´jemna´ orientace rˇeteˇzc˚u.
Bez ohledu na to, na´lezˇ´ı-li rˇeteˇzce stejne´ molekule, mohou by´t rˇeteˇzce orientova´ny cˇtyrˇmi
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Obra´zek 2.11: Struktura intramolekula´rn´ıho G-kvadruplexu nacha´zej´ıc´ıho se na lidske´
telomern´ı sekvenci: (a-c) pro Na+ roztok, (d-f) v K+. (a,d) schematicky, (b,e) bocˇn´ı
pohled a (c,f) horn´ı pohled. Prˇevzato z [5].
zp˚usoby, jak zna´zornˇuje Obr. 2.14. Paralelneˇ, kdy maj´ı vsˇechny rˇeteˇzce stejnou orientaci
fosfodiesterove´ vazby, trˇi paralelneˇ a jeden antiparalelneˇ, dva sousedn´ı paraleln´ı a zbyle´
dva antiparaleln´ı, nebo diagona´lneˇ paraleln´ı a zbyle´ dva antiparaleln´ı.
Zat´ımco u B-DNA pozorujeme vy´hradneˇ anti usporˇa´da´n´ı glykosidicke´ vazby, u
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Obra´zek 2.12: Prˇ´ıklad guaninove´ tetra´dy stabilizovane´ drasl´ıkovy´m iontem. Prˇevzato z
[15].
Obra´zek 2.13: Rozdeˇlen´ı kvadruplex˚u podle molekularity: (A) intramolekula´rni, (B) bi-
molekula´rrn´ı, (C) tetramolekula´rn´ı. Prˇevzato z [4].
kvadruplex˚u mu˚zˇeme naj´ıt obeˇ usporˇa´da´n´ı (antiklina´ln´ı i synklina´ln´ı). Usporˇa´da´n´ı gly-
kosidicke´ vazby u´zce souvis´ı s orientac´ı rˇeteˇzc˚u. Glykosidicke´ vazby u paralelneˇ oriento-
vany´ch rˇeˇteˇzc˚u mus´ı mı´t vsˇechny stejny´ torzn´ı u´hel, zat´ımco antiparalelneˇ orientovane´
rˇeteˇzce mus´ı mı´t glykosidicky´ torzn´ı u´hel opacˇny´. Bylo zjiˇsteˇno, zˇe paraleln´ı rˇeteˇzce se
formuj´ı pouze do anti konformace a strˇ´ıda´n´ı anti/syn konformac´ı se uplatnˇuje naprˇ´ıklad
u intramolekula´rn´ıho kvadruplexu s antiparalelneˇ orientovany´mi rˇeteˇzci.
Jednotlive´ rˇeteˇzce jsou propojeny smycˇkami. Tyto smysˇky jsou tovorˇeny ba´zemi,
ktere´ netvorˇ´ı G-tetra´du. V unimolekula´rn´ım kvadruplexu zna´me zˇidlicˇkovy´ typ, kdy
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Obra´zek 2.14: Vza´jemna´ orientace rˇeteˇzc˚u: (A) vsˇechny rˇeteˇzce jsou paraleln´ı, (B) trˇi
rˇeteˇzce jsou paraleln´ı a jeden antiparaleln´ı, (C) dva sousedn´ı jsou paraleln´ı a zbyle´ dva
antiparaleln´ı, (C) diagona´lneˇ paraleln´ı a zbyle´ dva antiparaleln´ı. Prˇevzato z [4].
smycˇky spojuj´ı vzˇdy sousedn´ı rˇeteˇzce, kosˇ´ıcˇkovy´ typ, kdy jedna smycˇka vede prˇes sou-
sedn´ı pa´r, dalˇs´ı diagona´lneˇ a dalˇs´ı zase prˇes sousedn´ı pa´r, a tzv. vrtulovou smycˇku, kdy
je jedna smycˇka vedena venkovn´ı stranou kvadruplexu. Typy smycˇek v unimolekula´rn´ım
kvadruplexu jsou zna´zorneˇny na Obr. 2.15.
Obra´zek 2.15: Typy smycˇek spojuj´ıc´ı teˇla intramolekula´rn´ıho kvadruplexu: (A) zˇidlicˇkovy´
typ, (B) kosˇ´ıcˇkovy´ typ, (C) vrtulova´ smycˇka. Prˇevzato z [4].
Bimolekula´rn´ı kvadruplexy poskytuj´ı v´ıce mozˇnost´ı vza´jemne´ orientace rˇeteˇzc˚u,
vyply´vaj´ıc´ı z vysˇsˇ´ıho pocˇtu mozˇny´ch kombinac´ı, [4]. Cˇtyrˇmolekula´rn´ı kvadruplexy se
nejcˇasteˇji vyskytuj´ı v paraleln´ı orientaci.
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- Cytozinovy´ Kvadruplex
Cytozinove´ kvadruplexy vznikaj´ı v mı´stech s vysoky´m obsahem cytozinu. Od G-
kvadruplex˚u se liˇs´ı hlavneˇ t´ım, zˇe jejich za´kladem nen´ı tetra´da guanin˚u, ale dva paralelneˇ
orientovane´ rˇeteˇzce, spojene´ trˇemi vod´ıkovy´mi vazbami prˇes C − C+ (kde C+ znamena´
protonizovany´ cytozin). Dalˇs´ı dvojice paraleln´ıch rˇeteˇzc˚u je interkalova´na v antiparaleln´ı
orientaci do druhe´ dvojice. Neˇkdy se proto take´ nazy´vaj´ı i-kvadruplexy. Aby dosˇlo k proto-
nizaci cytozinu, je potrˇeba lehce kysele´ho prostrˇed´ı. I-kvadruplexy nejsou tak polymorfn´ı
Obra´zek 2.16: (A) hemiprotonizovany´ cytozinovy´ pa´r, ktery´ je za´kladem i-kvadruplex˚u,
(B) prˇ´ıklad vy´sledne´ struktury. Prˇevzato z [15] a [11].
jako guaninove´, protozˇe cytozin se vyskytuje pouze v anti konformaci glykosidicke´ vazby.
Na druhou stranu s guaninovy´mi kvadruplexy maj´ı spolecˇne´ to, zˇe mohou by´t tvorˇeny
cˇtyrˇmi, dveˇma, cˇi jednou molekulou, [11].
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3 METODY MEˇRˇENI´ KONFORMACˇNI´CH
VLASTNOSTI´ NUKLEOVY´CH KYSELIN
Pro urcˇen´ı konformace nukleovy´ch kyselin je nejdrˇ´ıve potrˇeba stanovit posloupnost
baz´ı (prima´rn´ı strukturu). Pro nalezen´ı prima´rn´ı struktury nezna´me´ho vzorku DNA se
pouzˇ´ıva´ Sangerova sekvenacˇn´ı metoda. Tato metoda vyuzˇ´ıva´ dideoxynukleotidy, ktery´m
chyb´ı OH skupiny, umozˇnˇuj´ı elongaci rˇeteˇzce DNA polymera´sou. Vy´sledkem je smeˇs
novy´ch vla´ken, ktera´ budou mı´t r˚uznou de´lku, v za´vislosti na tom, v jake´m mı´steˇ se
polymera´sa zastavila. Elektrofore´zou na sekvenacˇn´ım gelu pak zjist´ıme posloupnost baz´ı.
Mozˇnost´ı, vedouc´ıch ke zjiˇsteˇn´ı sekunda´rn´ı struktury, je mnoho. Cˇasto je nejlepsˇ´ı
vyuzˇ´ıt kombinace v´ıce metod. Pro analy´zu pomoc´ı rentgenove´ difrakce mus´ıme nejdrˇ´ıve
vytvorˇit kvalitn´ı krystal. Tato metoda pote´ umozˇnˇuje analy´zu i velmi velky´ch molekul. In-
terpretace dat z´ıskany´ch metodou NMR je omezena rozliˇsen´ım spektra a velikost´ı analyzo-
vany´ch vzork˚u (analy´za nukleove´ kyseliny obsahuj´ıc´ı delˇs´ı sekvence baz´ı je velmi obt´ızˇna´).
Pouzˇ´ıt´ım CD spektroskopie dostaneme detailneˇjˇs´ı obraz o konformaci studovany´ch mole-
kul, protozˇe CD spektra maj´ı pro kazˇdou strukturu specificky´ tvar. Pro blizˇsˇ´ı charakteris-
tiku struktury mu˚zˇeme zkonstruovat krˇivku ta´n´ı. Pouzˇit´ım UV absorpcˇn´ı spektroskopie
prˇi 260 nm urcˇ´ıme koncentraci vzorku. Vy´hodou teˇchto spektroskopicky´ch metod je to,
zˇe vyzˇaduj´ı jen velmi male´ mnozˇstv´ı vzorku, [9].
3.1 Absorpcˇn´ı spektrofotometrie
Tato metoda umozˇnˇuje stanovit koncentraci nezna´me´ho vzorku. Nukleove´ kyseliny
absorbuj´ı v oblasti ultrafialovy´ch vlnovy´ch de´lek (170-300 nm). Pro meˇrˇen´ı absorpcˇn´ıch
spekter pouzˇ´ıva´me monochromaticke´ za´rˇen´ı o za´rˇive´m toku I0, ktere´ procha´z´ı vrstvou
absorbuj´ıc´ı la´tky, ktera´ cˇa´st prosˇle´ho za´rˇen´ı pohlt´ı. Vy´slednou absorbanci pak spocˇ´ıta´me
jako
A = log(I0/I). (3.1)
Absorance je bezrozmeˇrna´ velicˇina. Prˇi absorbci docha´z´ı k excitacˇn´ım prˇechod˚um elek-
tron˚u. Tyto prˇechody by meˇly poskytovat cˇarova´ spektra, ale protozˇe docha´z´ı k rotaci
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a vibraci molekul, vy´sledna´ spektra by´vaj´ı spojita´ s charakteristicky´mi p´ıky. Pro takto
nameˇrˇene´ spektra´ln´ı pa´sy zkoumane´ho vzorku lze pomeˇrneˇ snadno stanovit jejich koncen-
traci pouzˇit´ım Lambert-Beerova za´kona
A = εcl, (3.2)
kde ε mola´rn´ı absorpcˇn´ı koeficient, vyjadrˇuj´ıc´ı absorbanci la´tky o koncentraci 1 mol/l prˇi
tlousˇt’ce meˇrˇene´ vrstvy 1 cm. Hodnota ε je specificka´ pro kazˇdou molekulu. l je opticka´
dra´ha kyvety (cm), a c je la´tkova´ koncentrace absorbuj´ıc´ı la´tky (mol/l), [13].
3.2 Vyuzˇit´ı absorpcˇn´ıch spekter krˇivek ta´n´ı pro
vy´pocˇet termodynamicky´ch parametr˚u
Meˇrˇ´ıme-li absorbanci vzorku DNA pro urcˇitou vlnovou de´lku prˇi soucˇasne´m
zahrˇ´ıva´n´ı, pozorujeme zmeˇny v absorbanci, odra´zˇej´ıc´ı konformacˇn´ı zmeˇny ve zkoumane´m
vzorku. Je to z toho d˚uvodu, zˇe se zahrˇa´t´ım vzorku DNA dojde k porusˇen´ı vod´ıkovy´ch
vazeb (tzv. denaturace DNA), prˇicˇemzˇ vznikaj´ı samostatne´ polynukleotidove´ rˇeteˇzce. K
denaturaci DNA docha´z´ı prˇedevsˇ´ım zvysˇova´n´ım teploty, a to v rozmez´ı 30 − 100 ◦C, ale
i naprˇ. v alkalicke´m prostrˇed´ı. Nukleove´ kyseliny jsou vy´jimecˇne´ svoj´ı schopnost´ı rena-
turace, tedy opeˇtovny´m vytvorˇen´ım vod´ıkovy´ch vazeb pomaly´m ochlazova´n´ım denaturo-
vany´ch vla´ken. Renaturace se vyuzˇ´ıva´ u tzv. hybridizace molekul DNA. Prˇi n´ı docha´z´ı ke
spojova´n´ı u´plneˇ, nebo jen cˇa´stecˇneˇ komplementa´rn´ıch rˇeteˇzc˚u denaturovane´ DNA, ktera´
mu˚zˇe pocha´zet z r˚uzny´ch zdroj˚u. Vznikaj´ı tzv. hybridn´ı molekuly DNA, [2].
Analy´zou dat z´ıskany´ch na za´kladeˇ denaturacˇn´ıch experiment˚u obdrzˇ´ıme termody-
namicke´ parametry, ze ktery´ch mu˚zˇeme odvodit stabilitu biologicky´ch syste´mu˚, naprˇ´ıklad
i pro sekunda´rn´ı strukturu DNA a RNA. Prvn´ım krokem k z´ıska´n´ı termodynamicky´ch
parametr˚u je vykreslen´ı krˇivky ta´n´ı, cozˇ je za´vislost absorbance na teploteˇ. Jej´ı vykres-
len´ı prova´d´ıme pro vhodneˇ zvolenou dopadaj´ıc´ı vlnovou de´lku. K urcˇen´ı te´ nejlepsˇ´ı vlnove´
de´lky je trˇeba promeˇrˇit teplotn´ı denaturaci pro sˇirsˇ´ı rozsah vlnovy´ch de´lek, a pote´ sestavit
tzv. diferencˇn´ı spektrum, ktere´ vznikne odecˇten´ım dvou spekter, mezi ktery´mi vznikaj´ı
nejveˇtsˇ´ı odchylky v absorbanci. Z´ıskane´ spektrum nejle´pe reflektuje zmeˇny, ktere´ nasta´vaj´ı
prˇi meˇrˇen´ı. Pro dalˇs´ı analy´zu jsou vhodne´ ty vlnove´ de´lky, ktere´ odpov´ıdaj´ı maximu˚m
28
takto z´ıskany´ch diferencˇn´ıch spekter, protozˇe meˇrˇen´ı je v nich nejprˇesneˇjˇs´ı a nejcitliveˇjˇs´ı.
Obvykle se pohybuje kolem 260 nm, ale pro kvadruplexy je vhodna´ i 295 nm, [1].
Systematicke´ studie diferencˇn´ıch absorpcˇn´ıch spekter doka´zaly, zˇe kazˇda´ struktura
ma´ poneˇkud jine´ absorpcˇn´ı spektrum. Z toho vyply´va´, zˇe analy´za diferencˇn´ıch spekter
nen´ı vhodna´ jen pro urcˇen´ı vhodne´ vlnove´ de´lky, ale take´ najde uplatneˇn´ı prˇi urcˇova´n´ı
konkre´tn´ıch typ˚u konformac´ı, [9].
3.2.1 Stanoven´ı termodynamicky´ch parametr˚u
Mezi nejzaj´ımaveˇjˇs´ı termodynamicke´ parametry patrˇ´ı teplota ta´n´ı Tm, prˇi n´ızˇ je
zdenaturova´no prˇesneˇ 50 % dvousˇroubovicove´ DNA. Dalˇs´ımi termodynamicky´mi parame-
try jsou standardn´ı entalpie (∆H◦), standartn´ı entropie (∆S◦), Gibbsonova volna´ entalpie
(∆G◦) a teplotn´ı interval koresponduj´ıc´ı s prˇechodem dvourˇeteˇzcove´ DNA na denaturo-
vanou, nebo naopak. Tyto parametry umozˇnˇuj´ı prˇesneˇjˇs´ı analy´zu stability struktur DNA.
Mezn´ı teplota je za´kladn´ı hodnotou termodynamicky´ch parametr˚u, avsˇak poskytuje
jen hrubou prˇedstavu o stabiliteˇ syste´mu. Navzdory ocˇeka´va´n´ı neplat´ı prˇ´ıma´ u´meˇra cˇ´ım
vysˇsˇ´ı Tm, t´ım stabilneˇjˇs´ı struktura. Hodnotu Tm lze stanovit z krˇivky ta´n´ı. Vysoky´ obsah
guaninu a cytozinu zvysˇuje teplotu ta´n´ı, protozˇe mus´ı doj´ıt k porusˇen´ı trˇ´ı vod´ıkovy´ch
vazeb, oproti A-T pa´ru kde stacˇ´ı porusˇit dveˇ vod´ıkove´ vazby, [2].
Pro graficke´ vyhodnocen´ı Tm je potrˇeba urcˇen´ı horn´ı a doln´ı za´kladny, ktere´ od-
pov´ıdaj´ı plneˇ asociovane´mu a disociovane´mu stavu. Tyto za´kladny mohou by´t urcˇeny
jako prˇ´ımky rovnobeˇzˇne´ s osou x, v bodech odpov´ıdaj´ıc´ıch plneˇ disociovane´mu nebo aso-
ciovane´mu stavu. Existuj´ı vsˇak i mnohem slozˇiteˇjˇs´ı a ve vy´sledku ne o moc prˇesneˇjˇs´ı
modely k jejich urcˇen´ı. Za´kladny vyznacˇene´ na Obr. 3.1, byly urcˇeny manua´lneˇ v pro-
gramu Kalendiagfaph, urcˇene´mu k analy´ze krˇivek ta´n´ı, [6]. Pote´ co jsme urcˇili vhodne´
za´kladny, hodnoty absorbance prˇesˇka´lujeme tak, aby naby´valy hodnot mezi < 0, 1 >. To
provedeme pomoc´ı vztahu
θ = [A(T )− AD(T )]/[AH(T )− AD(T )], (3.3)
kde AH(T ) odpov´ıda´ absorbanci pro horn´ı za´kladnu a AD(T ) odpov´ıda´ absorbanci pro
doln´ı za´kladnu. θ je stejneˇ jako absorbance bezrozmeˇrna´ velicˇina. Hodnotu Tm pote´ snadno
odecˇteme jako teplotu, ktera´ odpov´ıda´ θ = 0, 5, jak naznacˇuje Obr. 3.2, [6, 1, 10].
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Obra´zek 3.1: Krˇivka ta´n´ı vykreslena´ pro 295 nm s vyznacˇeny´mi hodnotami pro
prˇesˇka´lova´n´ı. Upraveno podle [6].
Alternativn´ı zp˚usob urcˇen´ı Tm je pomoc´ı vzorce
(Tm = 669, 3 + 0, 41(GC)), (3.4)
kde GC odpov´ıda´ mola´rn´ımu pod´ılu guaninu a cytozinu v DNA a 0.41 jsou empiricky
stanovene´ koeficienty pro poly(AT) Tm = 69, 3, [2].
Dalˇs´ım vy´znamny´m termodynamicky´m parametrem je entalpie (∆H◦), ktera´ popi-
suje mnozˇstv´ı tepla, ktere´ vygeneruje, nebo spotrˇebuje denaturacˇn´ı prˇechod, prˇi kon-
stantn´ım tlaku. Jej´ı jednotkou je Joule, poprˇ´ıpadeˇ Joule na mol, ktery´ se vztahuje
k mola´rn´ımu objemu vzorku. Znacˇ´ıme [J ], poprˇ´ıpadeˇ [J/mol]. Van’t Hoffovu entalpii
vyja´drˇ´ıme jako
∆HV H = (2 + 2n)RT
2
m
(
δθ
δT
)
T=Tm
, (3.5)
kde n je molekularita a R je rovnova´zˇna´ plynova´ konstanta, [1].
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Obra´zek 3.2: Funkce θ s vyznacˇeny´m odecˇten´ım mezn´ı teploty. Prˇevzato z [6].
3.3 Rentgenova´ krystalografie
Za zacˇa´tek oboru struktura´ln´ı biologie mu˚zˇe by´t povazˇova´n rok 1953, kdy James D.
Watson a Francis Crick na za´kladeˇ rentgenovy´ch difrakcˇn´ıch obrazc˚u popsali strukturu
DNA. Tato metoda tady hraje d˚ulezˇitou roli z pohledu historie, i dnes je vsˇak nejsilneˇjˇs´ım
na´strojem, pokud se jedna´ o z´ıska´n´ı prˇesny´ch sourˇadnic atoma´rn´ı u´rovneˇ struktur maly´ch
molekul. Nutnou podmı´nkou pro urcˇen´ı konformace studovane´ molekuly je dostatecˇneˇ
vysoke´ rozliˇsen´ı a prˇ´ıprava kvalitn´ıho krystalu.
Prˇi rentgenove´ krystalografii docha´z´ı k ohybu vlneˇn´ı na trojrozmeˇrne´ mrˇ´ızˇce, ktera´ je
slozˇena z cˇa´stic krystalu zkoumane´ la´tky. Abychom mohli pozorovat ohyb na mrˇ´ızˇce krys-
talu, mus´ı by´t vlnova´ de´lka svazku monochromaticke´ho za´rˇen´ı, ktery´m ozarˇujeme krystal,
rˇa´doveˇ srovnatelna´ s rozmeˇry atomu˚. Pra´veˇ proto vyuzˇ´ıva´me k analy´ze rentgenova za´rˇen´ı,
jehozˇ vlnova´ de´lka se pohybuje od 10−9 do 10−12 m. Po dopadu rentgenovy´ch paprsk˚u na
povrch krystalu pod u´hlem Θ projde cˇa´st paprsk˚u neodchy´lena od p˚uvodn´ıho smeˇru a
cˇa´st se odraz´ı. U odrazˇene´ho vlneˇn´ı dojde k interferenci, po ktere´ budou detekova´ny jen
31
ty vlny, ktere´ splnˇuj´ı Braggovu podmı´nku
nλ = 2dsinΘ, (3.6)
kde λ je vlnova´ de´lka dopadaj´ıc´ıho za´rˇen´ı, n rˇa´d reflexe a d je vzda´lenost mezi dveˇma vrst-
vami krystalu. Krystal se prˇi meˇrˇen´ı obvykle ota´cˇ´ı a difrakcˇn´ı data jsou zaznamena´va´na
plosˇny´m detektorem pro kazˇdy´ u´hlovy´ stupenˇ. Na´sledneˇ jsou data zpracova´na a vyhod-
nocena pocˇ´ıtacˇem. Dnes se hojneˇ vyuzˇ´ıva´ i tzv. Laueho difrakcˇn´ı analy´za, ktera´ vyuzˇ´ıva´
vlneˇn´ı o sˇiroke´m rozsahu vlnovy´ch de´lek, [13, 9].
3.4 Nuklea´rn´ı magneticka´ rezonance (NMR)
Metodou NMR mu˚zˇeme analyzovat konformace a dynamiku nukleovy´ch kyselin na
atoma´rn´ı u´rovni. Magneticka´ rezonance vyuzˇ´ıva´ jaderne´ho spinu neˇktery´ch isotop˚u, naprˇ.
1H, 13C, 15N, 31P , ktere´ ve sve´m okol´ı vytva´rˇ´ı slabe´ magneticke´ pole a po prˇilozˇen´ı
dostatecˇneˇ silne´ho vneˇjˇs´ıho magneticke´ho pole zaujmou energeticky nejvy´hodneˇjˇs´ı polohu,
po ktere´m na´sleduje doda´n´ı energie, ktera´ vyvola´ excitaci. V excitovane´m stavu ma´ ja´dro
tendenci nadbytecˇnou energii vyza´rˇit a vra´tit se tak do za´kladn´ıho stavu (rezonovat). Ve
vzorku jsou vzˇdy prˇ´ıtomna jak ja´dra v excitovane´m stavu, tak v za´kladn´ım stavu, ktere´
jsou nepatrneˇ v prˇebytku. Energie emitovane´ho za´rˇen´ı je detekovany´m signa´lem, podle
ktere´ho urcˇujeme NMR spektrum. Toto spektrum se vyjadrˇuje jako tzv. chemicky´ posun,
ktery´ urcˇuje velikost rezonancˇn´ıch cˇar jako zlomek rezonance pro zna´mou standartn´ı la´tku.
Prˇ´ıklad NMR spektra je na Obr. 3.3.
Pu˚sob´ıc´ı intenzita magneticke´ho pole vsˇak nen´ı stejna´ ve vsˇech mı´stech vzorku.
Docha´z´ı k magneticke´mu st´ıneˇn´ı dalˇs´ıch jader, ktera´ tvorˇ´ı studovanou molekulu. Ve
vy´sledne´m spektru jsou tedy zachyceny i interakce ve studovane´ molekule. Podle NMR
katalog˚u a prˇ´ırucˇek, obsahuj´ıc´ı oblasti posun˚u jader za´kladn´ıch chemicky´ch struktrur, lze
identifikovat struktury nezna´my´ch la´tek.
S rozvojem pocˇ´ıtacˇove´ techniky se zacˇ´ına´ vyuzˇ´ıvat i metody Fourierovy trans-
formace (FT-NMR), ktera´ umozˇnˇuje z´ıska´n´ı v´ıcerozmeˇrny´ch spekter, ze ktery´ch lze
vycˇ´ıst vzda´lenost mezi jednotlivy´mi protony. Na´r˚ust za´jmu o NMR prˇinesl i objev
tzv. Ovenhauserova efektu (NOE), jenzˇ umozˇnˇuje identifikovat atomy, jejichzˇ vzda´lenost
neprˇesahuje 0,5 nm, [13, 8].
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Obra´zek 3.3: 2D 1H − 15N NMR spektrum. Jednotlive´ cross peaky (cˇerne´ tecˇky) repre-
zentuj´ı interakci rezonancˇn´ıho signa´lu protonu se signa´lem 15N . Prˇevzato z [16].
3.5 Cirkula´rn´ı dichroismus (CD)
Metodou cirkula´rn´ıcho dichroismu (CD) mu˚zˇeme prostrˇednictv´ım kruhoveˇ polari-
sovane´ho sveˇtla analyzovat chira´ln´ı la´tky. CD je da´n rozd´ılem v absorbanci pravotocˇiveˇ
a levotocˇiveˇ polarisovane´ho sveˇtla procha´zej´ıc´ıho kyvetou. Mola´rn´ı CD je definova´n jako
rozd´ıl v absorpcˇn´ıch koeficientech mezi pravotocˇiveˇ a levotocˇiveˇ polarisovany´mi paprsky
∆ε = εL − εR. Mu˚zˇeme ho take´ vypocˇ´ıtat jako
∆ε = ∆A/cl, (3.7)
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kde ∆A vyjadrˇuje rozd´ıl absorbanc´ı pro pravotocˇiveˇ a levotocˇiveˇ polarisovane´ sveˇtlo. Cˇasto
se take´ pro vyja´drˇen´ı CD vyuzˇ´ıva´ elipticita
Θ = ∆A/32, 98 (3.8)
vyja´drˇena´ ve stupn´ıch. Vztah mezi elipticitou a mola´rn´ım CD je popsa´n jako
[Θ] = 3298∆ε. (3.9)
Pro analy´zu nukleovy´ch kyselin se vyuzˇ´ıvaj´ı UV vlnove´ de´lky.
Obra´zek 3.4: (A) Prˇ´ıklad CD spektra E. Coli. (B) Prˇ´ıklady CD spekter kvadruplex˚u.
Prˇevzato z [7].
Acˇkoli CD spektroskopie nen´ı schopna poskytnout informace o atoma´rn´ı u´rovni
vzorku, jej´ı velkou prˇednost´ı je, zˇe umozˇnˇuje velmi citlivou analy´zu velky´ch molekul DNA
a jejich konformacˇn´ıch zmeˇn na za´kladeˇ zmeˇny okoln´ıch podmı´nek, jako je teplota, pH a
iontova´ s´ıla. Mu˚zˇeme d´ıky tomu sledovat konformacˇn´ı prˇechod z B-DNA do A-DNA, z
B-DNA do Z-DNA, a nebo take´ denaturacˇn´ı prˇechody DNA, [11].
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3.6 Vy´pocˇetn´ı metody
Vy´pocˇetn´ı metody se diametra´lneˇ liˇs´ı od prˇedchoz´ıch experimenta´ln´ıch metod,
protozˇe se snazˇ´ı predikovat sekunda´rn´ı strukturu vy´pocˇtem. S rozvojem metod experi-
menta´ln´ıch se vyv´ıj´ı a zprˇesnˇuj´ı i metody vy´pocˇetn´ı, protozˇe jejich vy´sledky je mozˇne´ ko-
relovat se sta´le veˇtsˇ´ım mnozˇstv´ım nashroma´zˇdeˇny´ch dat. Za´kladn´ı principy vy´pocˇetn´ıch
metod se daj´ı shrnout do neˇkolika skupin. Metody fyzika´ln´ı vycha´zej´ı z prˇedstavy, zˇe
molekula se nacha´z´ı v takove´ konformaci, ktera´ je pro ni energeticky nejvy´hodneˇjˇs´ı. Me-
tody heuristicke´ prˇedpokla´daj´ı, zˇe prima´rn´ı struktura, doplneˇna´ o kvalitativn´ı u´daje o
vlastnostech aminokyselin, obsahuje dostatecˇnou informaci pro urcˇen´ı sekunda´rn´ı struk-
tury. Na za´veˇr metody statisticke´ pak prˇedpokla´daj´ı, zˇe z dostatecˇneˇ velke´ho souboru
dat, mu˚zˇeme prove´st statistickou analy´zu pravdeˇpodobnosti vy´skytu jednotlivy´ch baz´ı v
za´kladn´ıch typech sekunda´rn´ıch struktur. Dnes uzˇ jsou na internetu prˇ´ıstupne´ programy
pro vy´pocˇet makromolekula´rn´ıch struktur, jako naprˇ´ıklad MC-SYM pro modelova´n´ı 3D
struktur nukleovy´ch kyselin a AMBER s CHARMM slouzˇ´ıc´ı k modelova´n´ı dynamicky´ch
simulac´ı interakc´ı nukleovy´ch kyselin s proteiny, [9].
Na´stup pouzˇ´ıva´n´ı vy´pocˇetn´ıch metod sebou prˇineslo hodneˇ u´vah, zda je takova´to
analy´za v˚ubec mozˇna´.
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4 NA´VRH ALGORITMU A GRAFICKE´ UZˇIVA-
TELSKE´ APLIKACE PRO AUTOMATICKE´
ZPRACOVA´NI´ UV ABSORPCˇNI´CH SPEKTER
NUKLEOVY´CH KYSELIN
4.1 U´vodn´ı informace o programu
Pomoc´ı navrzˇene´ho programu je mozˇne´ analyzovat data ze spektrofotometru Cary
4000 od firmy Varian, z´ıskana´ po proveden´ı denaturacˇn´ıho experimentu, s c´ılem urcˇit
stabilitu vzorku DNA. Tento spektrofotometr poskytuje data ve forma´tu csv. Neˇktrere´
firmy poskytuj´ı k spektrofotometru vlastn´ı software, pomoc´ı ktere´ho je mozˇne´ doj´ıt prˇ´ımo
k hodnoteˇ Tm. Nevy´hodou teˇchto programu˚ je, zˇe cˇasto prova´deˇj´ı prˇ´ımocˇarou analy´zu,
ktera´ neumozˇnˇuje uzˇivateli nahle´dnout do postupu vy´pocˇtu. Tento prˇ´ıstup pak mu˚zˇe
ve´st ke zkreslene´ interpretaci dat. Jako prˇ´ıklad poslouzˇ´ı na´stroj KaleidaGraph od firmy
Synergy Software, nebo program MeltWin. Program zpracovany´ v te´to bakala´rˇske´ pra´ci
je proto navrzˇeny´ tak, aby postup analy´zy byl v˚ucˇi uzˇivateli co nejv´ıce transparentn´ı.
Pro tvorbu programu byla vyuzˇita funkce mltable od Morrise Maynarda k vytvorˇen´ı
tabulky do prostrˇed´ı GUI (Matlab 7.4.0 2007a, ve ktere´m byl program vytvorˇen, takove´
takbulky nepodporuje) a funkce varycolor od Daniela Helmicka k vytvorˇen´ı barevne´ho
rozliˇsen´ı krˇivek u grafu Spektrum absorbanc´ı a dalˇs´ıch.
Navrzˇeny´ algoritmus zpracova´va´ soubor csv vytvorˇeny´ programem Thermal collect,
ktery´ rˇ´ıd´ı pra´ci spektrofotometru, a je vytvorˇen po ukoncˇen´ı meˇrˇen´ı. Tento soubor
prˇicha´z´ı na vstup programu. Vy´stupem jsou 3 grafy (Spektrum absorbanc´ı, Krˇivka ta´n´ı a
Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı) a termodynamicke´ parametry (entalpie, mezn´ı teplota a vlnova´
de´lka pro kterou prob´ıhala analy´za). V ra´mci hlavn´ı funkce je vola´no celkem dvana´ct
podfunkc´ı.
Jako u´lozˇne´ skladiˇsteˇ dat, ze ktere´ho je mozˇne´ cˇerpat data v kazˇde´ podfunkci, slouzˇ´ı
struktura master str, ve ktere´ jsou ulozˇeny hodnoty pro vykreslova´n´ı graf˚u a ukla´da´n´ı
vy´sledny´ch termodynamicky´ch parametr˚u.
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Obra´zek 4.1: Zjednodusˇene´ she´ma programu.
4.2 Otevrˇen´ı souboru
Kliknut´ım na tlacˇ´ıtko Otevrˇ´ıt soubor (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 1) dojde k otevrˇen´ı nove´ho
okna, kde uzˇivatel zvol´ı soubor urcˇeny´ ke zpracova´n´ı. Toto tlacˇ´ıtko je obslouzˇeno prˇ´ıkazem
[nazev,cesta]= uigetfile(’*.csv’, ’Otevrˇı´t zdrojovy´ csv soubor’, ’MultiSelect’,
’on’). Parametr MultiSelect umozˇnuje oznacˇn´ı v´ıce soubor˚u nara´z. Zvolene´ soubory se
na´sledneˇ zobraz´ı v listboxu (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 2), ve forma´tu cesta/na´zev souboru.csv.
4.3 Volba vlnovy´ch de´lek
Celkovy´ meˇrˇeny´ rozsah vlnovy´ch de´lek bude vykreslen v prvn´ım grafu nesouc´ım
na´zev Spektrum Absorbanc´ı. Grafy nazvane´ Krˇivka ta´n´ı a Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı jsou
za´vislosti absorbance na teploteˇ, pro konkre´tn´ı vlnovou de´lku z celkove´ho meˇrˇene´ho roz-
sahu. Aby tedy mohly by´t vykresleny, je nezbytne´ zvolit z cele´ho rozsahu. Z teoreticke´ho
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Obra´zek 4.2: Inicializacˇn´ı podoba GUI s ocˇ´ıslovany´mi komponentami.
hlediska se vy´beˇrem vhodne´ vlnove´ de´lky zaby´va´ cˇa´st te´to pra´ce s na´zvem Absorpcˇn´ı
spektrofotometrie.
Kliknut´ım na druhe´ tlacˇ´ıtko Vy´pocˇet (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 4) mu˚zˇe uzˇivatel zvolit
konkre´tn´ı vlnovou de´lku sa´m tak, zˇe ji nap´ıˇse do pol´ıcˇka vlevo od tohoto tlacˇ´ıtka, nebo
mu˚zˇe pouzˇ´ıt prvn´ı tlacˇ´ıtko Vy´pocˇet (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 3), ktere´ za uzˇivatele vybere nej-
vhodneˇjˇs´ı vlnovou de´lku na zadane´m intervalu, ktery´ je da´n hodnotami pocˇa´tecˇn´ı vlnove´
de´lky a konecˇne´ vlnove´ de´lky, ktere´ jsou uvedeny v poli nalevo od tlacˇ´ıtka Vy´pocˇet (na
Obr. 4.2 cˇ´ıslo 3). Algoritmus pro vy´beˇr nejvhodneˇjˇs´ı vlnove´ de´lky je popsa´n da´le v cˇa´sti
s na´zvem Funkce nalezeniVlnDelky.
4.4 Funkce volane´ tlacˇ´ıtkem Vy´pocˇet
Prˇi stisknut´ı jednoho z tlacˇ´ıtek Vy´pocˇet, se zavola´ sekvence podfunkc´ı, ktere´ pro-
vedou vykreslen´ı vsˇech graf˚u a vy´pocˇet vy´sledny´ch parametr˚u s vy´choz´ım na staven´ım
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Obra´zek 4.3: Spektrofotometr Cary 4000 (190-900 nm), na ktere´m bylo provedeno meˇrˇen´ı.
aproximac´ı graf˚u Krˇivka ta´n´ı a Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı (viz da´le). Na´sleduj´ıc´ı uka´zka
je 48st ko´du hlavn´ı funkce, ktery´ se vola´ prˇi kliknut´ı na prvn´ı tlacˇ´ıtko Vy´pocˇet. Tato
uka´zka zobrazuje prˇeda´va´n´ı jednotlivy´ch promeˇnny´ch mezi funkcemi a ukla´da´n´ı hodnot
do struktury master str.
global parametr master_str val zarovnana_mat_y leg vysl_vln_delka actg2 actg3
parametr = 1;
val = get(handles.FileListbox, ’Value’);
jou = length(val);
actg2 = val;
actg3 = val;
for i = 1:jou
[mat_x, mat_y] = RozdeleniCsv(master_str,val(i),0,0,handles);
master_str{val(i)}.mat_x = mat_x;
master_str{val(i)}.mat_y = mat_y;
[teplota] = nalezeni_teploty (master_str,val(i),handles);
master_str{val(i)}.teplota = teplota;
end
hold off
for i = 1:jou
[index_vln_delka, vysl_vln_delka] = nalezeniVlnDelky(master_str,parametr,
val(i), handles);
master_str{val(i)}.vysl_vln_delka = vysl_vln_delka;
[zarovnana_mat_y] = zarovnani(index_vln_delka, master_str,val(i),
handles);
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master_str{val(i)}.zarovnana_mat_y = zarovnana_mat_y;
axes(handles.axes2);
[polynom,leg] = KrivkaTani(master_str,val(i),0, handles);
[Theta] = theta(polynom, master_str,val(i), handles);
master_str{val(i)}.theta = Theta;
end
hold off
for i = 1:jou
axes(handles.axes3);
theta_plot(leg,master_str,val(i),handles);
[Tm_teplota, enthalpy] = parametry( 0,master_str,val(i), handles);
master_str{val(i)}. Tm_teplota = Tm_teplota;
master_str{val(i)}.enthalpy = enthalpy;
end
hold off
zobraz_vysledky(0,master_str,leg, handles);
Vola´n´ı duhe´ho tlacˇ´ıtka Vy´pocˇet (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 4) se te´meˇrˇ shoduje s vola´n´ım
prvn´ıho tlacˇ´ıtka Vy´pocˇet, s t´ım rozd´ılem, zˇe parametr uvedeny´ v ko´du jako vstup funkce
nalezeniVlnDelky je nastaven na dvojku a ne na jednicˇku, jak je tomu v uka´zce ko´du.
Pokud je hodnota parametru nastavena na dvojku, ve funkci nalezeniVlnDelky dojde
pouze k ulozˇen´ı hodnoty vlnove´ de´lky, ktera´ je uvedena v poli nalevo vedle druhe´ho
tlacˇ´ıtka Vy´pocˇet (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 4). Pokud je hodnota nastavena na jednicˇku, funkce
nalezeniVlnDelky vypocˇ´ıta´ na zadane´m rozsahu nejvhodneˇjˇs´ı vlnovou de´lku.
4.4.1 Funkce RozdeleniCSV
Hlavicˇka funkce vypada´ na´sledovneˇ.
function [mat_x, mat_y] = RozdeleniCsv(master_str, poradi, redraw,
zvetsit, handles)
Vstupy tvorˇ´ı master str, v parametru poradi je umı´steˇn index aktua´lneˇ zpra-
cova´vane´ho souboru oznacˇene´ho v listboxu (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 2). Parametr redraw urcˇuje
jaky´m zp˚usobem probeˇhne vola´n´ı funkce RozdeleniCSV. Prˇi zavola´n´ı funkce tlacˇ´ıtkem
Vy´pocˇet (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 3 a 4) je nulovy´, vola´-li se vsˇak funkce pod tlacˇ´ıtkem Ak-
tualizovat graf (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 10), nastav´ı se parametr redraw na jednicˇku a funkce
RozdeleniCSV uzˇ od sebe neoddeˇluje data z csv souboru, pouze vykresl´ı graf Spektrum
absorbanc´ı. Vy´stupem je vektor vlnovy´ch de´lek ulozˇeny´ v promeˇnne´ mat x a matice ab-
sorbanc´ı ulozˇena´ v promeˇnne´ mat y.
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Funkce RozdeleniCSV je prvn´ı funkc´ı ktera´ se zavola´ prˇi kliknut´ı na tlacˇ´ıtko Vy´pocˇet.
Ze souboru csv vybere nameˇrˇena´ data, oddeˇl´ı od sebe jednotlive´ hodnoty a ty ulozˇ´ı. Data
jsou v csv souboru ulozˇna jako text, a to podle na´sleduj´ıc´ıho rˇa´du.
Obra´zek 4.4: Uka´zka organizace dat ulozˇeny´ch ve zdrojove´m csv souboru.
Pro analy´zu nukleovy´ch kyselin se vyuzˇ´ıvaj´ı UV vlnove´ de´lky. Prvn´ı rˇa´dek tedy ob-
sahuje pojmenova´n´ı vzorku s teplotu a druhy´ rˇa´dek na´zvy meˇrˇeny´ch velicˇin, viz Obr. 4.4.
Nameˇrˇena´ data zacˇ´ınaj´ı na trˇet´ım rˇa´dku a jejich pocˇet je stejny´ jako rozsah meˇrˇeny´ch ab-
sorbanc´ı. Za posledn´ım rˇa´dkem nameˇrˇeny´ch dat na´sleduje jeden volny´ rˇa´dek, za ktery´m se
vyskytuj´ı doplnˇuj´ıc´ı informace o pr˚ubeˇhu meˇrˇen´ı. Prvn´ı sloupecˇek tvorˇ´ı hodnoty vlnovy´ch
de´lek, ktere´ se pravidleneˇ strˇ´ıdaj´ı s hodnotami prˇ´ıslusˇny´ch absorbanc´ı.
Na´sleduje uka´zka z funkce, kde docha´z´ı k vy´beˇru dat z csv souboru, jejich oddeˇlen´ı,
a ulozˇen´ı do promeˇnny´ch.
fid = fopen(cesta, ’r’);
a = 1;
while 1
tline = fgetl(fid);
if ~ischar(tline) || length(tline) < 1
break
end
if(a > 2)
res = regexp(tline, ’\,’, ’split’);
l_res = length(res);
k = 1;
for i = 2:2:l_res
mezi_mat_y(a-2, k) = str2double(res{i});
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mezi_mat_x(a-2,1) = str2double(res{1});
k = k + 1;
end
end
a = a+1;
end
fclose(fid);
mat_x = flipud(mezi_mat_x);
mat_y =flipud(mezi_mat_y);
Funkce RozdeleniCSV procha´z´ı nameˇrˇeny´mi daty rˇa´dek po rˇa´dku a funkc´ı regexp od
sebe oddeˇluje jednotlive´ hodnoty, kde znakem urcˇuj´ıc´ım dalˇs´ı hodnotu je cˇa´rka. Prvn´ı dva
rˇa´dky vynecha´, protozˇe neobsahuj´ı nameˇrˇena´ data. Hodnoty vlnovy´ch de´lek v souboru
vzˇdy vyskytuj´ı kazˇdy´ druhy´ sloupecˇek, proto stacˇ´ı ulozˇit jen prvn´ı sloupec. Promeˇnne´
mat y a mat x se na u´rovni hlavn´ı funkce ulozˇ´ı do struktury master str. Smycˇka while
ukoncˇ´ı iteraci, jakmile naraz´ı na pra´zdny´ rˇa´dek.
V ra´mci te´to funkci take´ dojde k vykreslen´ı prvn´ıho grafu Spektrum absorbanc´ı.
Pokud uzˇ byl aktua´lneˇ zpracova´vany´ soubor jednou vykreslen v tomto grafu, podruhe´ uzˇ
k tomu v ra´mci cˇasove´ u´spory nedojde, a vykresl´ı se pouze zbyle´ dva grafy, Krˇivka ta´n´ı a
Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı.
4.4.2 Funkce nalezeni teploty
Hlavicˇka funkce:
function [teplota] = nalezeni_teploty(master_str, val, handles)
Vstup funkce tvorˇ´ı hlavn´ı struktura master str, parametr val je index aktua´lneˇ zpra-
cova´vane´ho souboru a parametr handles umozˇn´ı funkci pracovat s graficky´m prostrˇed´ım.
Vy´stupem funkce je vektor teplota, do ktere´ho jsou ulozˇeny hodnoty teplot pouzˇite´ prˇi
experimentu.
U neˇktery´ch meˇrˇeny´ch vzork˚u mu˚zˇeme ocˇeka´vat mensˇ´ı stablitu, a proto zacˇneme
meˇrˇen´ı naprˇ´ıklad jizˇ na 10 ◦C. Vektor teplot tedy mu˚zˇe by´t u kazˇde´ho souboru jiny´ a
proto jsou jeho hodnoty z´ıska´ny z prvn´ıho rˇa´dku souboru csv. Funkce ff = regexp(vv,
’\ ’, ’split’) je od sebe oddeˇl´ı podle regula´rn´ıho znaku. Kazˇdou trˇet´ı hodnotou ff je
teplota, kterou z´ıska´me procha´zen´ım jednotlivy´ch hodnot cyklem for.
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4.4.3 Funkce nalezeniVlnDelky
Hlavicˇka funkce:
function [index_vln_delka, vysl_vln_delka] = NalezeniVlnDelky(master_str,
parametr,val, handles)
Vstupem funkce NalezeniVlnDelky je hlavn´ı struktura master str, promeˇnna´
parametr urcˇuje odliˇsne´ vola´n´ı funkce pro prvn´ı tlacˇ´ıtko Vy´pocˇet (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 3) a pro
druhe´ tlacˇ´ıtko Vy´pocˇet (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 4), viz da´le. Parametr val je index aktua´ln´ıho
souboru v listboxu, ktery´ vstupuje do funkce a parametr handles umozˇn´ı funkci praco-
vat s grafickou u´pravou programu. Vy´stupem je promeˇnna´ index vln delka, cozˇ je index
vybrane´ vlnove´ de´lky. V promeˇnne´ vysl vln delka je ulozˇena hodnota vybrane´ vlnove´
de´lky, ktera´ je urcˇena k zobrazen´ı v tabulce vy´sledny´ch parametr˚u (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 20).
Pokud uzˇivatel pouzˇije prvn´ı tlacˇ´ıtko Vybrat (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 3), funkce
NalezeniVlnDelky automaticky vybere vhodnou vlnovou de´lku. Prˇi pouzˇit´ı druhe´ho
tlacˇ´ıtka Vybrat (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 4), funkce pouze ulozˇ´ı vlnovou de´lku vybranou
uzˇivatelem.
Prˇi automaticke´m vy´beˇru vlnove´ de´lky na zadane´m rozsahu program nejdrˇ´ıve vybere
z grafu Spektrum absorbanc´ı dveˇ krˇivky, kde jedna z nich je polozˇena v grafu co nejvy´sˇe a
druha´ nejn´ızˇe. Tyto krˇivky od sebe odecˇte, cˇ´ımzˇ z´ıska´ difenencˇn´ı spektrum. Nejvhodneˇjˇs´ı
vlnova´ de´ka je ta, ktera´ odpov´ıda´ maxima´ln´ı hodnoteˇ diferencˇn´ıho spektra. V tomto mı´steˇ
bude analy´za nejprˇesneˇjˇs´ı a nejcitliveˇjˇs´ı.
Volba nejvysˇsˇ´ı krˇivky prob´ıha´ tak, zˇe program vytvorˇ´ı sumy hodnot absorbanc´ı na
zadane´m rozsahu, pro vsˇechny krˇivky zobrazene´ v grafu Spektrum absorbanc´ı, ze ktery´ch
vybere maxima´ln´ı hodnotu. Index krˇivky, jej´ızˇ suma naby´va´ nejvysˇsˇ´ıch hodnot, odpov´ıda´
krˇivce, ktera´ je v grafu umı´steˇna nejvy´sˇe. Analogicky vypada´ postup pro urcˇen´ı krˇivky,
ktera´ se bude v grafu nacha´zet nejn´ızˇe, pouze bude urcˇena minima´ln´ı hodnotou sumy.
Na´sleduj´ıc´ı uka´zka ko´du zpracova´va´ vy´pocˇet nejvhodneˇjˇs´ı vlnove´ de´lky prˇi puzˇit´ı druhe´ho
tlacˇ´ıtka Vy´pocˇet (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 3).
val = get(handles.FileListbox, ’Value’);
[poc_vln,poc_stupnu] = size(master_str{val}.mat_y);
suma = zeros(1,poc_stupnu);
uu = (min(master_str{val}.mat_x)-1);
start = minus(zadany_start,uu);
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stop = minus(zadany_stop,uu);
odecet = zeros(poc_vln,1);
for k = 1:poc_stupnu
for i = start:stop
suma(1,k) = suma(1,k) + master_str{val}.mat_y(i,k);
end
end
[soucet_max,index_max] = max(suma);
[soucet_min,index_min] = min(suma);
for i = start:stop
odecet(i) = minus(master_str{val}.mat_y(i,index_max),
master_str{val}.mat_y(i,index_min));
end
odecet_spread = odecet(start:stop);
[vysl_max,wvl_delka] = max(odecet_spread);
index_vln_delka = wvl_delka+start-1;
vysl_vln_delka = index_vln_delka+uu;
4.4.4 Funkce zarovnani
Hlavicˇka funkce:
function [zarovnana_mat_y] = zarovnani(index_vln_delka, master_str, val,
handles)
Na vstup funkce prˇicha´z´ı promeˇnna´ index vln delka, ve ktere´ je ulozˇen index vy-
brane´ vlnove´ de´lky. Parametr master str je hlavn´ı struktura, val je porˇad´ı vybrane´ho
souboru v ra´mci oznacˇeny´ch soubor˚u v listboxu (na Obr. 4.2 cˇ´ıslo 2) a handles je parametr
umozˇnˇuj´ıc´ı grafickou u´pravu programu. Vy´stupem je vektor absorbanc´ı zarovnana mat y,
ktere´ byl nameˇrˇeny pro vybranou vlnovou de´lku, a na´sledneˇ zarovna´ny k nule.
Pote´ co se do promeˇnne´ vysl vln delka ulozˇ´ı vlnova´ de´lka pro kterou ma´ probeˇhnout
analy´za, zavola´ se funkce zarovna´n´ı, ktera´ od vektoru absorbanc´ı, odpov´ıdaj´ıc´ıch vybrane´
vlnove´ de´lce (jde tedy o vektor kde kazˇda´ absorbance se liˇs´ı meˇrˇenou teplotou, shoduj´ı
se pouzˇitou vlnovou de´lkou) odecˇte vektor absorbanc´ı odpov´ıdaj´ıc´ı nejvysˇsˇ´ı pouzˇite´ vl-
nove´ de´lce (naprˇ. 330 nm). Touto operac´ı dojde k zarovna´n´ı vektoru absorbanc´ı k nule.
Zarovna´n´ı je vhodne´ prova´deˇt kv˚uli prˇ´ıpadne´mu rozptylu hodnot v grafu Spektrum ab-
sorbanc´ı v okol´ı 330 nm, ktery´ je zp˚usoben zmeˇnou absorbance pufru, ale ne samotne´ho
vzorku.
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4.4.5 Funkce KrivkaTani
function [polynom,leg] = KrivkaTani(master_str, val, redraw, handles)
Vstupem funkce je opeˇt struktura master str, index aktua´lneˇ zpracova´vane´ho sou-
boru val a parametr handles, umozˇnˇuj´ıc´ı funkci meˇnit vzhled programu. Parametr redraw
urcˇuje zmeˇnu vykreslen´ı grafu, prˇi zavola´n´ı funkce polem edit (na Obr. 4.2 pod cˇ´ıslem 21)
a prˇi kliknut´ı na tlacˇ´ıtko Vy´pocˇet. Vy´stup tvorˇ´ı dveˇ promeˇnne´. V promeˇnne´ leg je ulozˇena
legenda a v promeˇnne´ polynom je ulozˇen vektor hodnot pro polynom.
Funkce slouzˇ´ı k vykreslen´ı grafu Krˇivka Ta´n´ı. Take´ zobraz´ı legendu a popis grafu.
Pokud se funkce vola´ po prˇepsa´n´ı cˇ´ısla v poli pod tlacˇ´ıtkem Zmeˇnit aproximaci (na Obr.
4.2 pod cˇ´ıslem 21), vykresl´ı se do grafu kromeˇ Krˇivky ta´n´ı i aproximuj´ıc´ı polynom. Graf
zobrazuje za´vislost absorbance na teploteˇ pro urcˇitou vlnovou de´lku.
4.4.6 Funkce theta
function [Theta] = theta(polynom, master_str, val, handles)
Vstupem funkce je opeˇt hlavn´ı struktura master str, index aktua´lneˇ zpracova´vane´ho
souboru val a parametr handles umozˇnˇuj´ıc´ı funkci meˇnit vzhled programu. Vy´stupem je
vektor Theta obsahuj´ıc´ı hodnoty prˇesˇka´lovane´ krˇivky ta´n´ı.
Tato funkce slouzˇ´ı k prˇesˇka´lova´n´ı Krˇivky ta´n´ı na θ, ktera´ naby´va´ rozsahu < 0, 1 >.
Prˇesˇka´lova´n´ı prob´ıha´ tak, zˇe v kazˇde´m bodeˇ krˇivky ta´n´ı program ulozˇ´ı do promeˇnne´ X
velikost de´lky nad krˇivkou ta´n´ı a do promeˇnne´ Y velikost de´lky pod krˇivkou. Promeˇnna´
Theta pote´ obsahuje hodnotu Y vydeˇlenou celkovy´m rozsahem krˇivky ta´n´ı na ose y, viz
rovnice 3.3.
4.4.7 Funkce theta plot
function theta_plot(leg, master_str, val, handles)
Kromeˇ hlavn´ı struktury master str, indexu aktua´lneˇ zpracova´vane´ho souboru val
a parametru handles, ktery´ umozˇnˇuje funkci meˇnit vzhled programu, prˇicha´z´ı na vstup
funkce promeˇnna´ leg s ulozˇenou legendou.
Tato funkce slouzˇ´ı k vykreslen´ı trˇet´ıho grafu, Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı. Ke grafu
soucˇasneˇ zobraz´ı popisky a legendu.
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4.4.8 Funkce parametry
function [vysl_vln_delka, Tm_teplota, enthalpy] = parametry(redraw,
master_str, vysl_vln_delka,val, handles)
Na vstup funkce prˇicha´z´ı parametr redraw, ktery´ urcˇuje typ vola´n´ı funkce (viz da´le),
hlavn´ı struktura master str, index aktua´lneˇ zpracova´vane´ho souboru val a parametr
handles umozˇnˇuj´ıc´ı funkci meˇnit vzhled programu. Vy´stupem jsou trˇi vy´sledne´ hodnoty
vysl vln delka, Tm teplota a enthalpy.
Tato funkce zpracova´va´ pr˚ubeˇh θ a prova´d´ı vy´pocˇet hodnoty mezn´ı teploty a ental-
pie. Pokud byla provedena zmeˇna na poli u duhe´ho grafu pod tlacˇ´ıtkem Zmeˇnˇ aproximaci
(cˇ´ıslo 18 na Obr. 4.2), parametr redraw se nastav´ı na jednicˇku a d´ıky tomu dojde k
prˇekreslen´ı trˇet´ıho grafu, kam se kromeˇ θ vykresl´ı i polynom takove´ho stupneˇ, ktery´ je
uveden v poli. Pote´ dojde i k prˇepocˇ´ıta´n´ı termodynamicky´ch parametr˚u.
4.4.9 Funkce zobraz vysledky
function zobraz_vysledky(renew, master_str, leg, handles)
Parametr renew na vstupu funkce slouzˇ´ı k tomu, aby prˇi spusˇteˇn´ı programu byla
tabulka s vy´sledny´mi hodnotami (na Obr. 4.2 pod cˇ´ıslem 20) inicializova´na s pra´zdny´mi
bunˇkami. Bez te´to inicializace se tabulka zobraz´ı jako GUI prvek typu axes), ktery´ se
zmeˇn´ı na tabulku azˇ po probeˇhnut´ı analy´zy. Da´le na vstup prˇicha´z´ı hlavn´ı struktura
master str, parametr handles umozˇnˇuj´ıc´ı funkci meˇnit vzhled programu a promeˇnna´ leg
s ulozˇenou legendou.
Tato funkce slouzˇ´ı k zobrazen´ı tabulky a k vyplneˇn´ı bunˇeˇk tabulky vy´sledny´mi
termodynamicky´mi paraemtry. Pokud pocˇet analyzovany´ch soubor˚u prˇekrocˇ´ı pocˇet rˇa´dk˚u
v tabulce, zobraz´ı se po prave´ straneˇ liˇsta s posuvn´ıkem. K vykreslen´ı tabulky je pouzˇito
funkci mltable) od Morrise Maynarda.
4.5 Popis jednotlivy´ch tlacˇ´ıtek u graf˚u
V GUI je u kazˇde´ho grafu neˇkolik tlacˇ´ıtek, ktere´ umozˇnˇuj´ı uzˇivateli da´le s grafem
pracovat. Jednoducha´ obsluha je u tlacˇ´ıtek Smazat graf (cˇ´ıslo 8,12 a 16 na Obr. 4.2), ktere´
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smazˇe prˇ´ıkaz cla, a u talcˇ´ıtka Zveˇtsˇit graf (cˇ´ıslo 9,13 a 17 na Obr. 4.2) je zavola´n prˇ´ıkaz
figure. Veˇtsˇ´ı pozornost bude veˇnova´na dalˇs´ım tlacˇ´ıtk˚um.
4.5.1 Tlacˇ´ıtko Aktualizovat graf
Pokud analyzujeme v´ıce soubor˚u za´rovenˇ, nen´ı mozˇne´ vykreslit do grafu Spektrum
absorbanc´ı vsˇechny spektra, protozˇe by se prˇekry´valy, a proto z˚ustane vykreslen vzˇdy jen
ten graf, jehozˇ zdrojovy´ csv soubor byl analyzova´n jako posledn´ı. Pokud si uzˇivatel bude
prˇa´t zobrazit jine´ spektrum, provede to kliknut´ım na tlacˇ´ıtko Aktualizovat graf. T´ım dojde
k vykreslen´ı toho grafu, jehozˇ zdrojovy´ csv soubor je oznacˇeny´ v listboxu (na Obr. 4.2
okno cˇ´ıslo 2). Pokud uzˇivatel oznacˇ´ı v´ıce soubor˚u a klikne na Aktualizovat graf, program
ho upozorn´ı na chybu. Jestlizˇe jsou data k zpracova´vane´mu souboru ulozˇena v master str,
v ra´mci cˇasove´ u´spory uzˇ nedojde k rozdeˇlova´n´ı jednotlivy´ch hodnot v souboru csv, ale
pouze se z ulozˇeny´ch hodnot vykesl´ı graf.
Obra´zek 4.5: Program s probeˇhnou analy´zou a oznacˇeny´mi komponentami
47
4.5.2 Tlacˇ´ıtka Exportovat graf
Tlacˇ´ıtko Exportovat graf se nacha´z´ı po prave´ straneˇ kazˇde´ho grafu. Obsluha tlacˇ´ıtka
cˇ´ıslo 11 na Obr. 4.2 se vsˇak liˇs´ı od zbyly´ch dvou. Kliknut´ım na tlacˇ´ıtko cˇ´ıslo 11 zavola´
program funkci uiputfile k otevrˇen´ı okna pro vy´beˇr mı´sta a na´zvu k ulozˇen´ı souboru.
Prˇ´ıkazem csvwrite se vytvorˇ´ı csv soubor, do ktere´ho se ulozˇ´ı data, ktera´ byla potrˇebna´
k vykreslen´ı grafu. Pro usnadneˇn´ı pra´ce je jako vy´choz´ı na´zev noveˇ vytvorˇene´ho souboru
nastaven aktua´ln´ı cˇas na´sledovany´ na´zvem grafu. Na´sleduje ko´d umı´steˇny´ pod vola´n´ım
tohoto tlacˇ´ıtka v hlavn´ı funkci.
global master_str actg1
val = actg1;
if length(val) ==1
d = datestr(now, ’yyyy-mmm-dd-HH-MM-SS’);
nazevX = [d ’Spektrum’];
[FileName,PathName] = uiputfile(’*.csv’,’Ulozˇit soubor’,nazevX);
if FileName ~=0
nazev = [PathName FileName];
data = [master_str{val}.mat_x master_str{val}.mat_y];
csvwrite(nazev,data);
end
else
warndlg(’Chyba - nenı´ vykresleny´ graf’, ’Chyba’);
end
V prˇ´ıpadeˇ tlacˇ´ıtek oznacˇeny´ch cˇ´ıslem 15 a 19 je situace jina´. Po kliknut´ı na tlacˇ´ıtko
je zavola´na funkce export, ktera´ je spolecˇna´ pro obeˇ tlacˇ´ıtka.
Hlavicˇka funkce export.
function export(leg, master_str, val, datay, naag)
V Promeˇnne´ leg je ulozˇena legenda, v master str je ulozˇena hlavn´ı struktura a v val
je index aktua´lneˇ zpracova´vane´ho souboru. Parametr datay slouzˇ´ı k odliˇsen´ı mı´sta, ze
ktere´ho se funkce vola´ (jedna´ se o tlacˇ´ıtko Exportovat graf u grafu Krˇivka ta´n´ı nebo
Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı). Podle neˇj se prˇeda´va´ textovy´ rˇeteˇzec na´zvu souboru, ktery´ je
pozdeˇji vyuzˇit k nastaven´ı vy´choz´ıho na´zvu souboru k ulozˇen´ı. V promeˇnne´ naag je ulozˇen
na´zev grafu.
Ulozˇen´ı dat do csv souboru zacˇne t´ım, zˇe na prvn´ı rˇa´dek je vlozˇen popis toho, co je
obsahem jednotlivy´ch sloupecˇk˚u (naprˇ. teplota 080723 g3up, absorbance 080723 g3up).
Stejny´m prˇ´ıkazem uiputfile jako u prvn´ıho tlacˇ´ıtka Exportovat graf se otevrˇe okno pro
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nalezen´ı cesty a zada´n´ı na´zvu vytvorˇene´ho csv souboru a stejneˇ tak je jako vy´choz´ı na´zev
noveˇ vytvorˇene´ho souboru nastaven aktua´ln´ı cˇas na´sledovany´ na´zvem grafu. Na´sleduj´ıc´ı
vy´nˇatek z funkce export ukazuje ukla´da´n´ı dat do souboru. K za´pisu dat do souboru je
vyuzˇito funkce dlmwrite s parametrem ’-append’, ktery´ urcˇuje zˇe se bude prˇi za´pisu
navazovat na prˇedchoz´ı obsah souboru.
for i = 1:length(val)
[x(i) y(i)]=size(master_str{val(i)}.teplota);
end
mm = max(y);
data = zeros([mm 2*length(val)]);
sloupec = 1;
for i =1:length(val)
if datay == 1
data((1:y(i)),sloupec:sloupec+1) = [master_str{val(i)}.teplota’
master_str{val(i)}.zarovnana_mat_y’];
else
data((1:y(i)),sloupec:sloupec+1) = [master_str{val(i)}.teplota’
master_str{val(i)}.alfa’];
end
sloupec = sloupec+2;
end
dlmwrite(nazev, data, ’-append’)
4.5.3 Tlacˇ´ıtko Aproximovat graf u grafu Krˇivka ta´n´ı
Graf Krˇivka Ta´n´ı je prˇi kazˇde´ analy´ze aproximova´n polynomem, aby dosˇlo k vyhla-
zen´ı nerovnost´ı a zprˇesneˇn´ı vy´pocˇtu. Prvn´ı tlacˇ´ıtko zmeˇnit aproximaci, ktere´ je na Obr.
4.2 pod cˇ´ıslem 14, slouzˇ´ı k u´praveˇ polynomu, ktery´m je krˇivka ta´n´ı aproximova´na. Dalˇs´ı
graf, Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı, pak vznikne prˇesˇka´lova´n´ım tohoto polynomu. Kliknut´ım
na tlacˇ´ıtko Zmeˇnˇ aproximaci, ktere´ je umı´steˇne´ u Krˇivky ta´n´ı, se pod tlacˇ´ıtkem zobraz´ı
pole, ve ktere´m je prˇi kazˇde´m nove´m spusˇteˇn´ı nastaveno cˇ´ıslo 15 jako vy´choz´ı hodnota.
Toto cˇ´ıslo uda´va´ pocˇet stupnˇ˚u aproximuj´ıc´ıho polynomu.
Zmeˇna polynomu se provede prˇepsa´n´ım cˇ´ısla a jedn´ım kliknut´ım kamkoliv do volne´
plochy GUI. Na´sledneˇ dojde k prˇekresnen´ı grafu Krˇivka ta´n´ı, kde bude kromeˇ samotne´
krˇivky ta´n´ı zobrazen i polynom, aby uzˇivatel mohl co nejle´pe urcˇit nelepsˇ´ı aproximaci.
U grafu Krˇivka ta´n´ı zmiz´ı legenda. Take´ se prˇekresl´ı graf Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı, kde
pr˚ubeˇh θ bude prˇesneˇ sledovat pr˚ubeˇh polynomu a dojde ke zmeˇneˇ vy´sledny´ch hodnot.
Podobneˇ by vypadala situace prˇi analy´ze v´ıce soubor˚u najednou, kdy by byl v grafu Krˇivka
49
ta´n´ı vzˇdy jeden polynom pro kazˇdou z krˇivek ta´n´ı. Uzˇivatel mu˚zˇe meˇnit aproximaci azˇ
do te´ doby nezˇ bude s vy´sledkem spokojen, ukoncˇen´ı provede opeˇt jedn´ım kliknut´ım na
tlacˇ´ıtko Zmeˇnit aproximaci. Pote´ dojde k prˇekreslen´ı grafu Krˇivka ta´n´ı do p˚uvodn´ıho
stavu, tedy z grafu zmiz´ı polynom a objev´ı se legenda. Prˇekresl´ı se i graf Prˇesˇka´lovana´
krˇivka ta´n´ı a prˇepocˇ´ıtaj´ı se vy´sledne´ hodnoty.
Ko´d pro obsluhu zmeˇny aproximace umı´steˇn pod vola´n´ım pole edit (na Obr. 4.5
pod cˇ´ıslem 21), kde se podobneˇ jako u tlacˇ´ıtka Vy´pocˇet zavola´ sekvence funkc´ı. Rozd´ılem
je, zˇe se v tomto prˇ´ıpadeˇvynechaj´ı funkce RozdeleniCsv a nalezeni teploty, zbyle´ funkce
jsou vola´ny stejneˇ. Pouze funkce KrivkaTani je vola´na s parametrem redraw nastaveny´m
na hodnotu jedna ([polynom,leg] = KrivkaTani(master str,val(i),1, handles)). Ve
vy´sledku dojde k vykreslen´ı krˇivky ta´n´ı a polynomu do jednoho grafu, i kdyzˇ se
vola´ stejna´ funkce jako prˇi stisknut´ı tlacˇ´ıtka Vy´pocˇet, kdy se vykresl´ı pouze krˇivka
ta´n´ı. Mizen´ı a objevova´n´ı pole edit, na Obr. 4.5 cˇ´ıslo 21, je obslouzˇeno para-
metrem ’visible’, ktery´ se strˇ´ıdaveˇ vola´ s parametrem ’on’ a ’off’. Naprˇ´ıklad
set(handles.Approx2E,’visible’,’off’).
4.5.4 Tlacˇ´ıtko Aproximovat graf u grafu Prˇesˇka´lovana´ krˇivka
ta´n´ı
Toto tlacˇ´ıtko je zobrazeno na Obr. 4.2 pod cˇ´ıslem 18 a slouzˇ´ı ke zmeˇneˇ aproxi-
mace θ. Pro vy´pocˇet hodnoty entalpie je potrˇeba vypocˇ´ıtat derivaci v bodeˇ mezn´ı teploty.
Pro vy´pocˇet hodnoty te´to derivace se nejdrˇ´ıve graf Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı aproximuje
polynomem. Vzorec polynomu je zderivova´n a dosazen´ım do vzorce za hodnotu mezn´ı
teploty je vypocˇ´ıta´na derivace v bodeˇ mezn´ı teploty. Aproximace polynomem prob´ıha´
podobneˇ jako u prˇedchoz´ıho tlacˇ´ıtka. Prˇi kliknut´ı na tlacˇ´ıtko Zmeˇnit aproximaci se pod
t´ımto tlacˇ´ıtkem objev´ı pole edit (na Obr. 4.5 pod cˇ´ıslem 22), kde je stupenˇ polynomu
nastaven na vy´choz´ı hodnotu 14. Zmeˇnou cˇ´ısla v tomto poli a kliknut´ım kamkoliv do
volne´ho mı´sta v GUI dojde k prˇekreslen´ı pr˚ubeˇhu θ a k prˇepocˇ´ıta´n´ı vy´sledny´ch hodnot.
Do grafu Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı se kromeˇ samotne´ krˇivky θ zobraz´ı polynom a zmiz´ı
legenda. Uzˇivatel tak mu˚zˇe vizua´lneˇ porovnat obeˇ krˇivky a meˇnit hodnotu stupnˇeˇ poly-
nomu azˇ do stavu, kdy bude s aproximac´ı spokojen. Opeˇtovny´m kliknut´ım na tlacˇ´ıtko
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Zmeˇnit aproximaci zmiz´ı pole k editaci (pod t´ımto tlacˇ´ıtkem), graf se vra´t´ı do p˚uvodn´ı
podoby, kdy je vykreslena pouze Prˇesˇka´lovana´ krˇivka ta´n´ı bez polynomu. Je zobrazena
legenda a prˇepocˇ´ıtaj´ı se vy´sledne´ hodnoty.
V ra´mci tohoto tlacˇ´ıtka jsou vola´ny funkce parametry a zobraz vysledky, kde funkce
parametry se stara´ jak o vy´sledne´ hodnoty, tak o vykreslova´n´ı grafu Prˇesˇka´lovana´ krˇivka
ta´n´ı. Tato funkce je vola´na s parametrem redraw nastaveny´m na jednicˇku, cozˇ zp˚usob´ı zˇe
se vykresl´ı jak pr˚ubeˇh θ, tak polynom.
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5 POROVNA´NI´ VY´SLEDNY´CH HODNOT
U VYBRANY´CH VZORKU˚ DLE PU˚VODNI´HO
POSTUPU A S POUZˇITI´M UZˇIVATELSKE´
APLIKACE
Tato kapitola se zaby´va´ interpretac´ı a srovna´n´ım vy´sledk˚u generovany´ch progra-
mem s p˚uvodn´ım zpracova´n´ım. Pro oveˇrˇen´ı funkcˇnosti programu bylo vybra´no deset
r˚uzneˇ dlouhy´ch sekvenc´ı kvadruplexu G3(TTAG3)n. Nejdrˇ´ıve byly vzorky zpracova´ny
p˚uvodn´ım postupem. K tomu byl vyuzˇit tabulkovy´ editor MS Excel, ve ktere´m byly vy-
kresleny pr˚ubeˇhy krˇivky ta´n´ı a θ. Z tiˇsteˇny´ch verz´ı teˇchto pr˚ubeˇh˚u pote´ dosˇlo k odecˇten´ı
mezn´ı teploty Tm a vy´pocˇtu entalpie, pro kterou se derivace v bodeˇ Tm urcˇila rucˇn´ım
nakreslen´ım tecˇny Tm a odecˇten´ım pomeˇru ∆y/∆x (viz uka´zka v prˇ´ıloze D). Vy´sledne´
hodnoty obou postup˚u jsou vypsa´ny v Tab. 5.1.
Ve sloupci Vln. de´lka se ve trˇech prˇ´ıpadech v na´zvu vyskytuje hveˇzdicˇka na´sledovana´
cˇ´ıslem. Cˇ´ıslo znacˇ´ı vlnovou de´lku vybranou programem za nejvhodneˇjˇs´ı. Du˚vodem te´to
odliˇsnosti je jiny´ postup vy´beˇru vlnovy´ch de´lek, kdy prˇi p˚uvodn´ım postupu dojde k vyhod-
nocen´ı maxima z rozd´ılu, ktery´ vzniknul odecˇten´ım krˇivky pro nejvysˇsˇ´ı teplotu od krˇivky
pro nejniˇssˇ´ı teplotu ve spektru. Nevy´hodou tohoto postupu je, zˇe tyto krˇivky se ne vzˇdy
nacha´zej´ı nejvy´sˇe nebo nejn´ızˇe ve spektru. Veˇtsˇinou je jejich pr˚ubeˇhy r˚uzneˇ prˇekry´vaj´ı po
cele´ de´lce spektra. Proto je prˇesneˇjˇs´ı vyuzˇit´ı programu, ktery´ na zadane´m u´seku vyhod-
not´ı jako nejvhodneˇjˇs´ı ty krˇivky, jejichzˇ poloha ve spektru je pr˚umeˇrneˇ nejvy´hodneˇjˇs´ı nezˇ
vsˇechny ostatn´ı, v´ıce kapitola 4. Pro porovna´n´ı funkcˇnosti programu byla tato odchylka
zanedba´na a vsˇechny vzorky analyzova´ny pro 296 nm.
Rozd´ıly pro mezn´ı teplotu vyja´drˇene´ v procentech v tabulce 5.2 jsou vypocˇteny jako
|∆ Tm |/ Tm (program), podobneˇ pro entalpii |∆ H | / H (program).
Zd˚uvodneˇn´ı rozd´ılu v mezn´ı teploteˇ
Oproti p˚uvodn´ımu zpracova´n´ı je odchylka zp˚usobena´ aproximac´ı krˇivky ta´n´ı na θ
polynomem 15-te´ho stupneˇ, cˇ´ımzˇ dosˇlo k vyhlazen´ı nerovnost´ı a zprˇesneˇn´ı vy´sledku. Da´le
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Vy´sledne´ hodnoty
Pu˚vodn´ı Program
Vzorek Pufr Vln. de´lka Tm Entalpie Tm Entalpie
[nm] [ ◦C] [J/mol] [ ◦C] [J/mol]
G3(TTAG3)3 KCl 296 70.2 -212 389 70.2 -211 165
G3(TTAG3)4 KCl 296 66.8 -184 675 66.7 -180 046
G3(TTAG3)6 KCl 296 65.7 -192 888 65.6 -183 504
G3(TTAG3)7 I. KCl 296 60.9 -134 952 61.1 -137 869
G3(TTAG3)7 II. KCl 296*(295) 61.3 -140 034 61.2 -141 531
G3(TTAG3)8 KCl 296*(295) 62.9 -164 419 62.9 -164 106
G3(TTAG3)11 KCl 296 58.2 -128 121 58.5 -119 984
G3(TTAG3)15 KCl 296 56.5 -117 901 56.5 -115 899
G3(TTAG3)3 NaCl 296 64.5 -184 841 64.4 -178 919
G3(TTAG3)15 NaCl 296*(297) 50.6 -117 171 50.4 -118 101
Tabulka 5.1: Tabulka s vy´sledny´mi hodnotami. Cˇ´ıslo uvedene´ za hveˇzdicˇkou ve sloupci
Vln. de´lka znacˇ´ı vlnovou de´lku, ktera´ byla programem vybrana´ za nejvhodneˇjˇs´ı.
se na odchylce pod´ıl´ı zmeˇna prˇesˇka´lova´n´ı na θ mezi < 0, 1 >, kde v p˚uvodn´ım zpracova´n´ı
docha´zelo k neprˇesne´mu prˇesˇka´lova´n´ı, jejhozˇ vy´sledkem bylo zˇe neˇktere´ hodnoty prˇesahuj´ı
hodnotu 1 na y-ose a neˇktere´ hodnoty jsou za´porne´. Program prˇesneˇ prˇesˇka´luje maxima´ln´ı
hodnotu absorbance na 1 a minima´ln´ı jako 0, zbyle´ hodnoty jsou rovnomeˇrneˇ rozmı´steˇny
mezi. Nejv´ıce se vsˇak na odchylce u´cˇastn´ı neprˇesnost zp˚usobena´ odcˇ´ıta´n´ım hodnoty mezn´ı
teploty na vytiˇsteˇne´m pr˚ubeˇhu, tzv. ”od oka”.
Zd˚uvodneˇn´ı rozd´ılu v entalpii
Ze vzorce pro vy´pocˇet entalpie (rovnice 3.5) je patrne´, zˇe vy´sledna´ hodnota je za´visla´
na kvadra´tu Tm a parcia´ln´ı derivaci v bodeˇ Tm, zbyle´ vystupuj´ıc´ı hodnoty jsou konstanty
stejne´ pro oba dva postupy. Vy´pocˇet derivace podle p˚uvodn´ıho postupu se vypracova´va´
na pap´ıˇre, podle tecˇny v bodeˇ Tm a odecˇten´ım pomeˇr˚u rozsah˚u ∆y/∆x na osa´ch. Tento
graficky´ postup zana´sˇ´ı do hodnoty entalpie nejveˇtsˇ´ı odchylku i prˇes to, zˇe hotnota Tm je
53
Vzorek |∆ Tm | [ ◦C] |∆ Tm | [%] |∆ H |[J/mol] |∆ H | [%]
G3(TTAG3)3 0.0 0.00 1224 0.58
G3(TTAG3)4 0.1 0.15 4629 2.57
G3(TTAG3)6 0.1 0.15 9384 5.11
G3(TTAG3)7 I. 0.2 0.33 2917 2.12
G3(TTAG3)7 II. 0.1 0.16 1494 1.06
G3(TTAG3)8 0.0 0.00 313 0.19
G3(TTAG3)11 0.3 0.51 8137 6.78
G3(TTAG3)15 0.0 0.00 2002 1.73
G3(TTAG3)3 (NaCl) 0.1 0.16 5922 3.31
G3(TTAG3)15 (NaCl) 0.2 0.40 930 0.79
Pr˚umeˇr 0.1 ◦C 0.19 % 3695 J/mol 2.42 %
Tabulka 5.2: Tabulka s porovna´n´ım rozd´ıl˚u a odchylek mezn´ı teploty a entalpie.
ve vzorci v kvadra´tu.
Vy´sledkem tohoto porovna´n´ı je, zˇe program dosa´hl zprˇesneˇn´ı vy´pocˇtu mezn´ı teploty
o 0,19 % a entalpie o 2,42 % oproti p˚uvodn´ımu postupu. Prˇ´ınosem programu pro analy´zu
UV absorpcˇn´ıch spekter vsˇak nen´ı pouze zprˇesneˇn´ı vy´pocˇtu, ale prˇedevsˇ´ım vy´razne´ urych-
len´ı a zautomatizova´n´ı analy´zy, stejneˇ jako jednoduchost ovla´da´n´ı graficke´ho uzˇivatelske´ho
rozhran´ı a jeho prˇehlednost, s mozˇnost´ı kombinovat r˚uzne´ soubory a jednotlive´ vy´sledky
porovna´vat a exportovat.
5.1 Urcˇen´ı konformacˇn´ıch vlastnost´ı
U draselny´ch roztok˚u se s prodluzˇuj´ıc´ı de´lkou rˇeteˇzce zmensˇuje stablilita kvadruple-
xovy´ch konformac´ı, cozˇ se ve vy´sledny´ch termodynamicky´ch parametrech projev´ı klesaj´ıc´ı
hodnotou mezn´ı teploty a entalpie. Stejneˇ tak je to i u vzork˚u, kde byl pouzˇit sodny´ roztok.
Sekunda´rn´ı struktura kratsˇ´ıch vzork˚u se tedy denaturuje pozdeˇji, prˇi vysˇsˇ´ıch teplota´ch,
nezˇ sekunda´rn´ı struktura delˇs´ıch vzork˚u. Stejneˇ tak je pro denaturaci kratsˇ´ıch vzork˚u
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Obra´zek 5.1: Uka´zka pr˚ubeˇhu θ vytvorˇene´ho programem v porovna´n´ı s pr˚ubeˇhem θ vy-
tvorˇeny´m p˚uvodn´ım postupem. Vı´ce v prˇ´ıloze.
potrˇeba v´ıce energie, nezˇ pro denaturaci delˇs´ıch, me´neˇ stabiln´ıch vzork˚u.
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6 ZA´VEˇR
U´vodn´ı cˇa´st pra´ce shrnuje nejd˚ulezˇiteˇjˇs´ı poznatky v oblasi konformacˇn´ıho polymor-
fismu nukleovy´ch kyselin, kde jsem se nejv´ıce zameˇrˇila na konformaci G-kvadruplexu,
protozˇe porozumeˇn´ı jeho strukturˇe a funkci ma´ veliky´ potencia´l prˇi le´cˇbeˇ na´dorovy´ch
onemocneˇn´ı.
Na´sleduj´ıc´ı cˇa´st pra´ce se veˇnuje metoda´m, ktere´ se nejcˇasteˇji uplatnˇuj´ı prˇi studiu
struktury nukleovy´ch kyselin. Nejd˚ukladneˇji je popsa´na UV absorpcˇn´ı spektroskopie, jej´ızˇ
princip se vyuzˇ´ıva´ prˇi denaturacˇn´ıch experimentech nukleovy´ch kyselin, ktere´ umozˇnˇuj´ı
stanovit stabilitu zkoumane´ho vzorku. Tato metoda je na´pln´ı prakticke´ cˇa´sti bakala´rˇske´
pra´ce. Kromeˇ ostatn´ıch metod popsany´ch v te´to pra´ci jisteˇ stoj´ı za zmı´nku i dalˇs´ı, jako
naprˇ´ıklad Ramannova spektroskopie a metody vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı fluorescence.
Obsahem prakticke´ cˇa´sti bakala´rˇske´ pra´ce bylo navrzˇen´ı algoritmu a graficke´ho
uzˇivatelske´ho rozhran´ı, ktere´ v porovna´n´ı s p˚uvodn´ım postupem vy´razny´m zp˚usobem
zlepsˇilo pra´ci se spektrofotometricky nameˇrˇeny´mi daty. Zlepsˇen´ı spocˇ´ıva´ prˇedevsˇ´ım ve
zkra´cen´ı celkove´ doby analy´zy, v mozˇnosti srovna´n´ı v´ıce krˇivek ta´n´ı do jednoho grafu, a v
mozˇnosti exportovat data ve forma´tu csv. Take´ dosˇlo ke zprˇesneˇn´ı vy´sledny´ch termody-
namicky´ch parametr˚u, ktere´ definuj´ı stabilitu zkoumany´ch vzork˚u.
Vy´sledky standartn´ıho spracova´n´ı i vy´stupu programu koresponduj´ı s teoreticky´m
prˇedpokladem, a sice zˇe s rostouc´ı de´lkou rˇeteˇzce nukleove´ kyseliny se zmensˇuje stabilita
kvadruplexovy´ch struktur a pro jejich denaturaci je potrˇeba me´neˇ energie, nezˇ u kratsˇ´ıch
vzork˚u, ktere´ jsou stabilneˇjˇs´ı.
Na pra´ci by bylo mozˇne´ nava´zat prˇida´n´ım vy´pocˇtu dalˇs´ıch termodynamicky´ch pa-
rametr˚u, nebo u´pravou za´kladen (tzv. baselines) pouzˇity´ch pro vy´pocˇet mezn´ı teploty na
neˇktery´ ze slozˇiteˇjˇs´ıch model˚u.
56
LITERATURA
[1] MERGNY, J.-L., LACROIX L. Analysis of Thermal Melting Curves. In Oligonucle-
otides. Mary Ann Liebert, Inc., 2003, 13:515-573
[2] ROSYPAL, S. U´vod do molekula´rn´ı biologie, Dı´l prvn´ı. Brno: Prof. RNDr. Stanislav
Rosypal, DrSc., 2006 , 288 s.
[3] OHYAMA, T. DNA Conformation and Transcription. Springer, 2005, 211 s.
[4] SIMONSSON, T. G - Quadruplex DNA Structures - Variations on a Theme. In Biol.
Chem. 2001, Vol. 382, s.621 - 628
[5] NEIDLE, S., BALASUBRAMANIAN Quadruplex nucleic acids. In RSCPublishing
2006, 317 s.
[6] MERGNY, J.-L., LACROIX L. UV Melting of G-Quadruplexes. In Current Protocols
in Nucleic Acid Chemistry. Wiley Interscience, 2009, 17.1.1-17.1.15
[7] BISHOP, G., CHAIRES J. Characterization of DNA Structures by Circular Di-
chroism. In Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry. Wiley Interscience, 2002,
17.11.1-17.11.8
[8] JAMES, L. T. NMR Determnination of Oligonucleotide Structure. In Current Pro-
tocols in Nucleic Acid Chemistry. Wiley Interscience, 2009, Unit 7.2
[9] TINOCO, I., Jr. Biophysical Analysis of Nucleic Acids. In Current Protocols in
Nucleic Acid Chemistry. Wiley Interscience, 2009, Unit 7.1
[10] MARKY, L.A., BRESLAUER, K. J. Calculating Thermodynamical Data for Tran-
sition of any Molecularity from Equilibrium Melting Curves. In Biopolymers. John
Wiley and Sons, Inc., 1987, Vol. 26, s.1601 - 1620
[11] KYPR, J., KEJNOVSKA´, I., RENCˇIUK, D., VORLI´CˇKOVA´, M. Circular dichroism
and conformationam polymorphism of DNA. In Nucleic Acids Research. 2009, Vol.
37, No. 6, s.1713 - 1725
57
[12] RENCˇIUK, D. Vztah mezi prima´rn´ı strukturou a konformac´ı DNA biologicky
d˚ulezˇity´ch oblast´ı lidske´ho genomu : Disertacˇn´ı pra´ce. Brno : Masarykova univerzita,
Prˇ´ırodoveˇdecka´ fakulta, 2009, Sˇkolitel: Prof. RNDr. Michaela Vorl´ıcˇkova´, DrSc.
[13] KODI´CˇEK, M., KARPENKA V. Biofysika´ln´ı chemie. Academia, 2000, 337 s.
[14] PALECˇEK, E. Local Supercoil-Stabilized DNA Structures. In Critical Reviews in Bi-
ochemistry and molecular Biology. 1991, 26(2):151-226
[15] NEIDLE, S., BALASUBRAMANIAN S. Quadruplex Nucleic Acid. RSC Publishing,
IBSN-10: 0-85404-374-8, 2006, 301 s.
[16] REID, G. Protein NMR Techniques. Humana Press, IBSN: 0-89603-309-0, 1997, 419
s.
58
SEZNAM ZKRATEK
DNA - Deoxyriblnukleova´ kysleina
A-DNA - Alfa konformace deoxyribonukleove´ kyseliny
B-DNA - Beta konformace deoxyribonukleove´ kyseliny
Z-DNA - Z konformace deoxyribonukleove´ kyseliny
H-DNA - Typ triplexu s protonovany´m cytozinem
NMR - Nuklea´rn´ı magneticka´ rezonance
UV - Ultrafialove´ za´rˇen´ı
GUI - Graficke´ uzˇivatelske´ prostrˇed´ı
RNA - Ribonukleova´ kyselina
C - Cytozin
G - Guanin
A - Adenin
T - Thymin
FT-NMR - Furierova transformace nuklea´rn´ı magneticke´ rezonance
NOE - Nuklea´rn´ı Ovenhauser˚uv efekt
MC-SYM - Macromolecular Conformations by SYMbolic programming
AMBER - Assisted Model Building with Energy Refinement
CHARMM - Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics
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SEZNAM SYMBOLU˚
θ - Funkce pro prˇesˇka´lova´n´ı krˇivky ta´n´ı
ε - Mola´rn´ı absorpcˇn´ı koeficient
λ - Vlnova´ de´lka
Θ - U´hel dopadu rentgenovy´ch paprsk˚u na povrch krystalu
∆ε - Mola´rn´ı cirkula´rn´ı dichroismus
Θ - Elipticita
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SEZNAM PRˇI´LOH
prˇ´ıloha A - Uzˇivatelsky´ manua´l
prˇ´ıloha B - Protokol z denaturacˇn´ıho experimentu DNA se sledova´n´ım
zmeˇn absorbance
prˇ´ıloha C - Grafy
prˇ´ıloha D - Uka´zka p˚uvodn´ı analy´zy
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